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5’ Aza 5-Aza-2’-deoxycytidin 
µ mikro (10-6) 
APC Antigen-präsentierende Zelle (antigen presenting cell) 
APS Ammoniumpersulfat 
ARMS alveoläres Rhabdomyosarkom 
bp Basenpaare (base pair) 
BSA bovines Serumalbumin 
CAR chimärer Antigenrezeptor (chimeric antigen receptor) 
CD Cluster of differentiation 
CIK Zytokin-induzierte Killerzellen (cytokine-induced killer cells) 
CTL zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T-lymphocytes) 
Da Dalton 
ddH2O doppelt destilliertes Wasser (aqua bidest) 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
dH2O destilliertes Wasser 




dNTP Desoxynucleotidtriphosphat (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
dsDNA doppelsträngige DNA 
EC  Extrazelluläre Domäne 
ER Endoplosmatisches Retikulum 
ERMS embryonales Rhabdomyosarkom 
EtBr Ethidiumbromid 
EtOH Ethanol 
FACS Durchflusszytometer (fluorescence activated cell sorter) 
FBS fetales Bovines Serumalbumin 
Fc Fragment cystallizable 
fwd forward Primer (5’  3’ Primer) 
g Gramm 
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g Erdbeschleunigung  
h Stunde (hour) 
HADAC Histon-Deacetylase-Inhibitor 
HRP Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase) 
IAP inhibitor of apoptosis 
IC Intrazelluläre Domäne 
IFNγ Interferon gamma 




MEM minimal essential medium 
mg Milligramm 







NEA nicht essentielle Aminosäuren (non essential amino acids) 
n nano (10-9) 
OD optische Dichte  
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS phosphate buffered saline 
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
Pen/Strep Penicillin/Streptomycin 
p pico (10-12) 
pH potentia hydrogenii – negativer Logarithmus der Wasserstoffionen-
konzentration in wässrigen Lösungen 
PI Propidiumiodid 
qRT-PCR quantitative-PCR (quantitative Real Time PCR) 
rev reverse Primer (3’  5’ Primer) 
RMS Rhabdomyosarkom 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  VII 
 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute) 
RQ relative Quantifizierung (relative quantification; fold change) 
RT Raumtemperatur 
s-CD54 lösliches (soluble) CD54 





TAA Tumorantigen (tumor associated antigen) 
TAP transporter associated with antigen processing 
TCR T-Zell-Rezeptor (T cell receptor) 
TEMED N, N, N’, N’ Tetramethylethylendiamin 
TIL Tumor infiltrierende Lymphozyten 
TM Transmembrandomäne 
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Abkürzungsverzeichnis Aminosäuren  
Ala A Alanin 
Arg R Arginin 
Asn N Asparagin 
Asp D Asparaginsäure 
Cys C Cystein 
Gln Q Glutamat 
Glu E Glutaminsäure 
Gly G Glycin 
His H Histidin 
Ile I Isoleucin 
Leu L Leucin 
Lys K Lysin 
Met M Methionin 
Phe F Phenylalanin 
Pro P Prolin 
Ser S Serin 
Thr T Threonin 
Trp W Tryptophan 
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ZUSAMMENFASSUNG 
Rhabdomyosarkome (RMS) sind die häufigsten Weichgewebetumoren bei Kindern und 
Jugendlichen. Obwohl die 5-Jahres-Überlebensrate bei lokalisierten RMS heute 70% erreicht, 
ist die Überlebensrate bei metastasierten RMS gering. Diesen Risikopatienten eröffnen sich 
neue Perspektiven durch immuntherapeutische Strategien. Die Entwicklung des adoptiven 
Transfers RMS-reaktiver chimärer T-Zellen steht im Zentrum der vorliegenden Arbeit.  
In Voruntersuchungen wurden chimäre Antigenrezeptoren (CAR) mit Spezifität für ein 
RMS-spezifisches Antigen, den fetalen Acetylcholinrezeptor (fAChR), generiert. Die 
retrovirale Expression dieses CAR auf der Oberfläche von Blutlymphozyten erzeugt chimäre 
T-Zellen, die fAChR-exprimierende RMS-Zellen in vitro und in vivo erkennen. CAR der 
ersten Generation, die aus dem scFv-Fragment eines humanen fAChR-spezifischen 
Autoantikörpers, einer IgG- und einer CD3ζ-Domäne bestehen, erzeugen in chimären 
T-Zellen jedoch eine zu geringe zytolytische Aktivität, um ihren Einsatz in vivo zu 
rechtfertigen.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher der CAR der ersten Generation mit einer 
zusätzlichen CD28-Signaldomäne ausgestattet, um fehlende kostimulatorische Signale zu 
kompensieren und die Anergisierung chimärer Zellen zu verhindern. Diese Rezeptor-
Modifikation steigerte die lytische Aktivität der chimären Zellen signifikant, blieb jedoch im 
Vergleich zu CEA-spezifischen CAR bei Colon-Karzinomzellen unbefriedigend. 
Die anschließende Analyse potenzieller Resistenzmechanismen zeigte, dass essentielle 
kostimulatorische Oberflächenmoleküle auf RMS fehlen, während Inhibitoren der 
Tumor-T-Zell-Interaktion, wie B7H1 und B7H3, von RMS verstärkt exprimiert werden. Des 
Weiteren erwies sich die Expression von Adhäsionsmolekülen für die Effektivität chimärer 
Effektorzellen als relevant, da die CD54-Neoexpression auf mehreren primär CD54-negativen 
RMS-Zelllinien die Zytotoxizität chimärer T- und CIK-Zellen in vitro signifikant steigerte.  
Als Weitere, teilweise RMS-Zelllinien-spezifische, potenzielle Resistenzmechanismen 
wurden stark verminderte Sensitivitäten gegenüber IFNγ, TNFα, FAS-L und teilweise TRAIL 
gefunden. Außerdem zeigten RMS-Zelllinien und RMS-Gewebe eine starke Überexpression 
von Mitgliedern der inhibitor of apoptosis (IAP)-Familie, die in die T-Zell-induzierte 
Apoptose eingreifen. Die siRNA vermittelte oder pharmakologische Hemmung von 
überexprimierten IAPs verbesserte die Zytotoxiziät chimärer T-Zellen gegenüber RMS-Zellen 
signifikant. 
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Erste Versuche mit immundefizienten NOD/SCID-Mäusen zeigten, dass die einmalige Gabe 
fAChR-reaktiver chimärer T-Zellen das Wachstum von RMS-Xenotransplantaten 
verlangsamen, die Tumorzellen aber nicht eradizieren konnte. Zukünftige In-vivo-
Experimente haben daher das Ziel, die Ausschaltung der neu entdeckten 
Resistenzmechanismen mit der wiederholten Gabe verbesserter chimärer T-Zellen zu 
verbinden, um die Effizienz des adoptiven Transfers RMS-spezifischer chimärer T-Zellen zu 
steigern. 
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SUMMARY 
Rhabdomyosarcoma is the most common soft tissue malignancy of childhood and 
adolescence. Despite improved 5-year overall survival rates that now reach 70% in patients 
with localized tumours, outcome of children with advanced RMS is still poor. Immune 
therapeutic options offer new perspectives for high-risk patients. Design of an adoptive 
immune therapy using RMS specific chimeric T cells was the objective of this work.  
To explore an immune cell anti-tumour approach, we redirected cytotoxic T cells towards 
RMS cells by a chimeric antigen receptor (CAR) with specificity for the foetal acetylcholine 
receptor (fAChR), which is a specific tumour associated antigen expressed on RMS. These 
chimeric T cells should be able to recognize and kill fAChR+ RMS cells in vitro and in vivo.  
However, chimeric T cells expressing a previously generated CAR, consisting of a scFv 
fragment (made from an fAChR specific antibody), an IgG hinge region and a CD3ζ signal 
transduction domain, showed attenuated killing, which appeared insufficient for in vivo use. 
In this work we generated an improved chimeric receptor by adding a costimulatory CD28 
domain to compensate for missing costimulatory signals and avoid induction of T cell 
angergy. Chimeric T cells expressing the modified CAR showed enhanced RMS tumour cell 
lysis, but were markedly attenuated in comparison to killing of CEA expressing colon 
carcinoma by CEA-specific chimeric T cells.  
Analysis of costimulatory and immunosuppressive surface molecules, crucial factors of 
tumour cell-T cell interaction, revealed failure of RMS to express essential costimulators; 
instead, expression of inhibitory molecules, like B7H1 and B7H3, was observed. It was also 
shown that adhesion molecules influence the effect of chimeric T cells: induced over-
expression of the adhesion molecule CD54 by RMS cells strongly increased their 
susceptibility to chimeric T cells and CIK cells. We found also a reduced sensitivity of RMS 
against IFNγ, TNFα, FAS-L and partially TRAIL, which are potential cell line-specific 
resistance mechanisms. Of particular interest was the strong over-expression of inhibitor of 
apoptosis (IAP) family members in RMS cells and tissue, since IAPs interfere with T cell 
mediated apoptosis induction. Consequently, inhibition of IAPs through specific siRNA or 
pharmacological substances improved killing efficiency by chimeric T cells.  
Treatment of RMS bearing NOD/SCID mice with fAChR specific chimeric T cells revealed 
delayed tumour development but no definitive eradication. Future in vivo experiments want to 
combine blockade of the discovered resistance mechanisms in RMS with application of 
improved chimeric T cells, to develop new therapeutic options for RMS patients. 
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1 EINLEITUNG 
1.1 Rhabdomyosarkome 
Rhabdomyosarkome (zusammengesetzt aus dem griechischen: rhabdos, der Stab; mys, der 
Muskel; sárx, das Fleisch) sind Weichgewebstumore, die vorwiegend im Kindes- und 
Jugendalter auftreten. Nach Tumoren des Zentralen Nervensystems, Lymphomen und 
Neuroblastomen stellen Weichgewebstumore mit ca. 7% die vierthäufigste pädiatrische 
maligne Erkrankungsgruppe dar1. Davon machen Rhabdomyosarkome (RMS) mit rund 60% 
den größten Anteil aus (Abbildung 1.1)2 3. Das Durchschnittsalter bei der Diagnose eines 
RMS liegt bei 5 Jahren mit einer Inzidenzrate von 5,3 Kindern/Million Kinder4.  
 
 
Abbildung 1.1: Übersicht über die prozentuale Verteilung von Weichgewebssarkomen im Kinder- und 
Jugendalter (www.Kinderkrebsinfo.de; Koscielniak E.); RMS - Rhabdomyosarkom, ETEG - extraossäre Tumore 
der Ewing Gruppe, SS - Synovialsarkom, NFS - Neurofibrosarkome, FBS - Fibrosarkome, UDS - 
undifferenzierte Sarkome, ARMS - alveoläres Rhabdomyosarkom, ERMS - embryonales Rhabdomyosarkom, 
NOS - nicht weiter spezifiziert (not otherwise specified). 
 
Als Ausgangszellen von RMS werden überwiegend mutierte mesenchymale Stammzellen 
vermutet, obwohl der genaue zelluläre Ursprung der meisten Weichteiltumoren bisher nicht 
bekannt ist5 6. Andererseits werden aufgrund der skelettmuskulären Differenzierung von RMS 
auch myogene Vorläuferzellen erwogen7. Für einen mesenchymalen Ursprung spricht 
insbesondere die Beobachtung, dass RMS nicht auf die Skelettmuskulatur begrenzt sind, 
sondern auch in Geweben vorkommen, die keinerlei skelettmuskuläre Differenzierung 
aufweisen. Die Primärtumore findet man vorwiegend im Kopf- und Halsbereich (ca. 35%), an 
den Extremitäten (ca. 19%) und im Urogenitaltrakt (ca. 26%) (Abbildung 1.2)8-10.  
1. EINLEITUNG  2 
 
Abbildung 1.2: Frequenz der Lokalisation des Primärtumors bei Kindern und jungen Erwachsenen mit 
Rhabdomyosarkom nach Sultan et al.10; NP = nicht parameningeal, PM = parameningeal, BP = Blase/Prostata. 
 
Histologisch stellen sich RMS je nach Subtyp (Abschnitte 1.1.1 und 1.1.2) entweder als 
spindelzellige oder als klein- und rundzellige Tumore mit Expression muskeltypischer 
Differenzierungsgene, wie MyoD, Myogenin, Desmin und Aktin, dar11 12. Bei Kindern und 
Jugendlichen kommen praktisch nur zwei histologische Subtypen (embryonale und alveoläre 
RMS) vor, die sich hinsichtlich Genetik und Prognose unterscheiden. Bei Erwachsenen 
beobachtet man zusätzlich sog. pleomorphe RMS, die aber so selten sind, dass sie in dieser 
Arbeit nicht weiter behandelt wurden.  
 
1.1.1 Embryonale Rhabdomyosarkome 
Embryonale Rhabdomyosarkome (ERMS) machen mit rund 80% den größten Teil der 
diagnostizierten Rhabdomyosarkome aus und weisen mit einer krankheitsfreien 
5-Jahres-Überlebensrate von 70 - 95% eine weitaus bessere Prognose auf, als die frühzeitig 
und häufig ausgedehnt metastasierenden alveolären RMS (ARMS)13 14. Obwohl RMS, wie 
oben erwähnt, in nahezu jeder Körperregion auftreten können, findet man ERMS besonders 














Abbildung 1.3: Orbitales ERMS; die Aufnahme zeigt einen Tumor, der 
supra-medial in der linken Augenhöhle liegt und das Auge nach kaudal 
und lateral verschiebt. Abbildung mit freundlicher Genehmigung der 
Liddy Shriver Sarkom Initiative, www.SarcomaHelp.com, Wexler 
L.H., 2004. 
   
Histologisch ähneln ERMS Muskelzellen in frühen Stadien der embryonalen Myogenese. 
Dabei können histologisch dichte von weniger dichten Zellzonen abgegrenzt werden, die 
oftmals von losem myxoidem Stroma durchsetzt sind12 15. 
ERMS sind durch eine genetische Instabilität mit zahlreichen Funktionsverlusten und 
-zugewinnen (losses and gains of functions) gekennzeichnet7 9. Bei Erkrankungen, die 
ähnliche genetische Instabilitäten aufweisen, ist die Entwicklung von ERMS-Tumoren nicht 
selten. Bekanntes Beispiel hierfür ist das Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS), ein 
genetisch bedingtes Großwachstum, das durch eine Überexpression von IGF2 entsteht und zu 
vermehrter Tumorgenese führt16. Tatsächlich konnte eine verstärkte Expression von IGF2 
auch bei ERMS nachgewiesen werden. Bedingt wird die Überexpression durch Mutationen 
einer kleinen Region auf dem kurzen Arm von Chromosom 11, die dem IGF2/H19 Lokus 
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Abbildung 1.4: Model des Imprinting Verlustes von IGF2 und H19 bei BWS bzw. ERMS. In normalen Zellen 
wird IGF2 paternal und H19 maternal exprimiert. Kontrolliert wird die Expression über die Methylierung eines 
Promotorbereiches upstream von H19 infolge dessen die Expression von H19 unterdrückt wird17; LOH – loss of 
heterozygosity (z.B. uniparentale Disomie), LOI – loss of imprinting. Abbildung mit freundlicher Genehmigung 
der Macmillan Publishers Ltd: Nature Genetics; Steenman et al.; 1994.  
 
Die IGF2/H19-Region wird durch Methylierung reguliert was dazu führt, dass H19 lediglich 
vom maternalen Allel und IGF2 nur vom paternalen Allel abgelesen wird (Abbildung 1.4). 
Bei einem Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH), durch die Vererbung 
beider Chromosomen vom Vater (uniparentale Disomie), oder einem Verlust des Imprintings 
(loss of imprinting, LOI), in dessen Verlauf die Expression von IGF2 auch vom maternalen 
Allel stattfindet, wird IGF2 vermehrt exprimiert (Abbildung 1.4)11 16 18. Da die Stimulation 
von Zellen mit IGF2 zu verstärkter Proliferation, Tumorinvasion, Angiogenese und 
Apoptosehemmung führt19, wird der Überexpression von IGF2 eine wesentliche Rolle bei der 
Entwicklung von ERMS zugeschrieben16.  
 
1.1.2 Alveoläre Rhabdomyosarkome 
Die zweithäufigste Subgruppe der RMS bilden mit ca. 20% die alveolären RMS (ARMS). 
ARMS weisen eine höhere Metastasierungsrate als ERMS auf, was zu der geringen 
krankheitsfreien 5-Jahres-Überlebensrate von lediglich 40% - 50% führt13 14. Die 
Bezeichnung alveoläres RMS leitet sich von einer histologischen Ähnlichkeit zu 
Lungenalveolen ab. Die eher rundlichen (also nicht spindeligen) Tumorzellen reihen sich 
kohäsiv entlang fibrovaskulärer Septen auf, während die gefäßfernen Tumorzellen 
diskohäsive, lockere Zellnester bilden12.  
Charakteristisch für diese Subgruppe sind reziproke chromosomale Translokationen bei denen 
es zu einem Fusionsprodukt aus einem Pax-Transkriptionsfaktor und dem forkhead 
(FKHR)-Gen auf Chromosom 13 kommt. Die mit ca. 50% am häufigsten auftretende 
Translokation setzt sich aus dem FKHR-Gen und dem auf Chromosom 2 lokalisierten 
Pax3-Gen zusammen (t(2; 13)(q35; q14)). Ein deutlich kleinerer Anteil ARMS weist eine 
Translokation von FKHR mit Pax7 von Chromosom 1 (t(1; 13)(p36; q14)) auf12 14 19 20. In 
beiden Fällen wird ein funktionsfähiges Protein erzeugt7, das aus der DNA-Bindedomäne des 
Pax-Gens und der Transaktivierungsdomäne des FKHR-Gens besteht (Abbildung 1.5). Die 
aus der Fusion hervorgegangenen chimären Transkriptionsfaktoren weisen im Gegensatz zu 
den natürlich vorkommenden Proteinen eine stärkere DNA-Bindung und erhöhte 
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Transaktivierungsaktivität auf9 21 und führen zur Expression von Genen, die Proliferation und 
Invasion der Tumorzellen fördern22. 
 
 
Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Wildtyp-Proteine und Pax-FKHR Fusionsprodukte bei alveolären 
Rhabdomyosarkomen23; PD - paired box Homeodomäne, HD - paired typ Homeodomäne, FKHR DBD - 
forkhead DNA-Bindedomäne. 
 
Rund 30% aller histologisch eindeutig als ARMS identifizierter Tumore weisen keine der 
beschriebenen Translokationen auf (Abbildung 1.6). Neben seltenen Translokationen unter 
Einbeziehung von Pax3 (wie Pax3-AFX oder Pax3-NCOA24) sind solche translokations-
negativen ARMS durch komplexe Karyotypen mit „allelischer Inbalance“ und diversen 
LOHs charakterisiert und ähneln in ihrem Genexpressionsprofil eher ERMS14. 
 
 
Abbildung 1.6: Schematische Verteilung der molekularen Subgruppen von ARMS12 14. 
 
Die molekularbiologischen Unterschiede innerhalb der ARMS beeinflussen stark deren 
Prognose25. Die krankheitsfreie 5-Jahres-Überlebensrate von Pax3-FKHR translozierten 
ARMS liegt aufgrund ihrer Neigung zu früher Metastasierung bei nur 35%, während 
1. EINLEITUNG  6 
Pax7-FKHR translozierte ARMS eine 5-Jahres-Überlebensrate von bis zu 92% aufweisen14. 
Die Überlebensrate der heterogenen Klasse von translokations-negativen ARMS liegt 
zwischen derjenigen der Pax3-FKHR- und Pax7-FKHR-positiven ARMS25.  
 
1.2 RMS und muskuläre Differenzierung 
RMS exprimieren eine Vielzahl muskulärer Differenzierungsgene, wie MyoD1, Myogenin, 
Desmin und Aktin11 12, was eine Abgrenzung gegenüber anderen rund- und kleinzelligen 
Tumoren, wie Ewing-Sarkomen oder Wilms-Tumoren, ermöglicht26 27. Diese Gene spielen 
eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung unreifer, proliferierender Myoblasten hin zu 
hoch differenzierten Muskelzellen11 28 29.  
 
1.2.1  Differenzierung normaler Skelettmuskulatur 
Während der Embryogenese erfolgt die Myogenese der quergestreiften Muskulatur in den 
Somiten, segmentierten Strukturen, die beidseitig entlang des Neuralrohrs aus Mesenchym 
entstehen28. Abschnürung und Differenzierung der Somiten erfolgen entlang der Längsachse 
des Embryos von anterior nach posterior. Im Verlauf der Entwicklung zeigen die Somiten 
eine Aufteilung in verschiedene Kompartimente, aus denen jeweils unterschiedliche Gewebe 
entstehen. Dazu gehört unter anderem das dorsolateral aus einem Somiten entstehende 
Dermamyotom, aus dem in späteren Entwicklungsstadien jeweils ein Dermatom und ein 
Myotom hervorgehen (Abbildung 1.7)28. Die beginnende muskuläre Differenzierung ist in 
diesem Embryonalstadium durch die Expression zweier evolutionär stark konservierter 
Homeobox-Gene, Pax3 und Pax730, gekennzeichnet.  
 
 
Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Somitenanlagen im Embryo nach Mok et al.28. Aus den dorsalen 
Abschnitten der Somiten entsteht das Dermamyotom, der ventrale Abschnitt bildet das Sklerotom; 
NC - Notochord, NR - Neuralrohr, DM - Dermamyotom, M - Myotom, SK - Sklerotom. Abbildung mit 
freundlicher Genehmigung der Society for Reproduction and Fertility; Reproduction, Mok et al., 2011. 
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„Knock out“-Experimente in der Maus konnten zeigen, dass die Expression von Pax3 und 
Pax7 für die muskuläre Entwicklung essentiell ist. Pax7-defiziente Mäuse bilden keine 
Satelliten-Zellen, die zur Aufrechterhaltung postnataler Muskulatur nötig sind21 30 31, während 
Pax3-defiziente Mäuse im Verlauf der Embryogenese keinerlei hypaxiale und epaxiale 
Muskulatur erzeugen und bereits in utero sterben21 30 32.  
Die Expression der Pax-Gene gewährleistet zunächst die Proliferation und das Überleben der 
wandernden Myoblasten33 sowie deren anschließende Differenzierung34 35. Zu diesem 
Zeitpunkt wird als erster muskulärer Differenzierungsmarker Myf5 exprimiert, welcher 
seinerseits die Expression anderer myogener Faktoren induziert. Zu diesen zählen die auch bei 
RMS nachweisbaren, muskulären Differenzierungsgene MyoD, Myogenin und Mrf4, die zur 
Familie der myogenen regulatorischen Faktoren (myogenic regulatory factors, MRF) gehören. 
Im Verlauf der muskulären Entwicklung wird mit fortschreitender Expression der Gene aus 
der MRF-Familie die Expression der Pax-Gene reprimiert und die Zelle wechselt von einem 
proliferierenden Status (Myoblast) in eine postmitotisch differenzierte Muskelzelle 
(Myozyt)28. 
 
1.2.2 Expression skelettmuskelspezifischer Gene in RMS 
Beide Rhabdomyosarkom Subtypen, ERMS und ARMS, weisen entweder eine Expression 
des Pax3- oder Pax7-Gens auf7. Bei ERMS und den translokations-negativen ARMS handelt 
es sich dabei vorwiegend um Pax7, während translokations-positive ARMS, je nach 
Translokationsstatus, entweder Pax3 oder Pax7 exprimieren. Die Induktion 
muskelspezifischer Gene der MRF-Familie durch die beiden Homeobox-Gene34-36 bedingt 
somit die muskuläre Prägung von RMS.  
Die Expression von Pax3 und Pax7 hält den proliferativen Status der Zellen aufrecht, während 
zeitgleich die Expression der myogenen Faktoren induziert wird. Im Gegensatz zur 
muskulären Entwicklung wird bei RMS die Pax-Expression durch die Induktion der 
MRF-Familie allerdings nicht reprimiert37 38. Es wird daher vermutet, dass die Pax-Gene für 
die Aufrechterhaltung der Proliferation und des geringen Differenzierungsgrades bei RMS 
verantwortlich sind37-39. Gleichzeitig wird die verstärkte Pax-Expression bei RMS im 
Zusammenhang mit der Entwicklung metastasierender Tumore gesehen40, da die beiden 
Homeobox-Gene insbesondere bei wanderenden Myoblasten in der Embryogenese 
nachgewiesen werden können. 
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Neben der unterschiedlichen Ausprägung der Pax-Expression weisen die beiden RMS 
Subtypen Unterschiede in der Expression von Myogenin auf. Dieser MRF-Faktor tritt in der 
muskulären Differenzierung später in Erscheinung als MyoD und Myf5 und kann bei ARMS 
in fast allen Tumorzellkernen detektiert werden, während ERMS meist nur eine partielle und 
schwächere Expression aufweisen26. 
 
1.3 Immunologische Aspekte der Tumorentstehung und Tumorabwehr 
bei RMS und anderen Tumoren  
Bevor auf die wenigen zu Beginn dieser Arbeit bekannten immunologischen Eigenschaften 
von RMS eingegangen wird, soll zuerst die besser untersuchte Rolle des Immunsystems bei 
anderen Tumoren dargestellt werden. 
 
1.3.1 Die Rolle des Immunsystems bei der Entstehung und Progression nicht-
rhabdomyomatöser Tumore 
Für malignes Wachstum von Tumoren müssen mehrere Voraussetzungen erfüllt sein. Dazu 
zählen die autokrine, parakrine oder hormonelle Versorgung der sich entwickelnden 
Tumorzellen mit Wachstumssignalen, eine Unempfindlichkeit gegenüber inhibierenden 
Signalen, ein hohes Maß an Replikationsfähigkeit, die Ausschaltung von Apoptose-
Mechanismen sowie die Fähigkeit zur Angiogenese mit anschließendem, invasivem 
Wachstum41 42.  
Darüber hinaus nimmt das Immunsystem eine Schlüsselrolle bei der Entstehung vieler 
Tumore ein, da entartete Zellen vom körpereigenen Immunsystem normalerweise erkannt und 
zerstört werden. Die Etablierung eines Tumors ist somit auch abhängig von seiner Fähigkeit 
der Erkennung durch das Immunsystem zu entgehen und/oder eventuelle anti-tumoröse 
Immunreaktionen zu supprimieren42. Solche „escape“-Mechanismen reichen von der 
Expression immunsupprimierender Moleküle auf der Tumorzelloberfläche, über diverse 
intrazelluläre Resistenzmechansimen gegenüber zytotoxischen T-Zellen 
(z.B. Apoptoseresistenz43), bis hin zur Rekrutierung immunregulatorischer Zellen, die im 
Tumorstroma zytotoxische Effektorzellen neutralisieren44.  
In der Frühphase der Entstehung mancher Tumoren kann die Etablierung eines eigentlich 
gegen den Tumor gerichteten immunologischen Mikromilieus paradoxerweise zur Förderung 
des Tumorwachstums führen, indem Zellen des Immunsystems - auch unter Beteiligung der 
entstehenden Tumorzellen selbst45 - zur Produktion von Wachstumsfaktoren und 
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Umstrukturierung der extrazellulären Matrix angeregt werden45-47. Dadurch wird die Invasion 
der Tumorzellen und die Versorgung des Tumors mit Blutgefäßen (Angiogenese) gefördert48.  
Mit zunehmender Tumorgröße und –heterogenität sowie der Entstehung immunogener 
Subklone, werden die Tumorzellen verstärkt vom Immunsystem attackiert48. Der erhöhte 
Selektionsdruck, in Kombination mit einer hohen Proliferationsrate und einer damit 
verbundenen genetischen Instabilität der Tumorzellen, führt schließlich zur Selektion von 
Zellklonen, die nur noch eingeschränkt immunogen sind und vom Immunsystem nicht mehr 
erkannt werden42 49. Die Entwicklung zunächst immunogener und heterogener 
Tumorzellpopulationen hin zu einer Population, die für das Immunsystem „unsichtbar“ ist, 
wird als „Cancer Immunoediting“ bezeichnet49 50.  
 
1.3.1.1 Cancer Immunoediting 
Die erste Phase des „Immunoediting“ besteht in der Eliminierung des Tumors durch das 
angeborene und adaptive Immunsystem. Dabei werden zunächst Zellen des angeboren 
Immunsystem wie natürliche Killerzellen (NK), NKT-Zellen, Makrophagen und γδ-T-Zellen 
rekrutiert, die durch die Produktion von Zytokinen, speziell IFNγ, antiproliferative, 
proapoptotische und angiostatische Effekte im Tumor hervorrufen können51 52. Gleichzeitig 
kommt es durch die Aktivierung dendritischer Zellen und die Präsentation von 
Tumorantigenen in den Lymphknoten zur Aktivierung des adaptiven Immunsystems 
(Abbildung 1.8).  
Dazu werden Tumorantigene über MHC-I- oder MHC-II-Moleküle zytotoxischen T-Zellen 
(CD8+) bzw. T-Helfer Zellen (CD4+) präsentiert. Bei MHC-I-gebundenen Antigenen handelt 
es sich in der Regel um die Präsentation zelleigener Proteine, während es sich bei 
MHC-II-gebundenen Antigenen um exogene Proteine handelt, die über Phago-Lysosomen 
aufgenommen, intrazellulär abgebaut und in Form von Peptidfragmenten an 
MHC-II-Moleküle gebunden präsentiert werden.  
Für eine tumorspezifische Immunreaktion ist die Interaktion von zytotoxischen 
T-Lymphozyten (cytotoxic T lymphocytes, CTL) mit den Tumorzellen von besonderer 
Bedeutung und beruht auf der Erkennung eines MHC-I-abhängig präsentierten Tumorantigens 
und der Bindung an einen spezifischen T-Zell-Rezeptor (T cell receptor, TCR). 
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Abbildung 1.8: Darstellung des Tumor Immunoediting Konzepts bestehend aus den drei Phasen: Eliminierung, 
Equilibrierung und Escape (nach Dunn et al.49, Schreiber et al.53, Vesely et al.54).  
 
Die Präsentation der Antigene ist dabei abhängig von einer intrazellulären Maschinerie, die 
zelleigene Proteine proteasomal abbaut und die resultierenden Peptidfragmente über einen 
Peptid-Transporter in das Endoplasmatische Retikulum schleust, wo die Fragmente an 
MHC-Klasse-I-Komplexe gekoppelt und anschließend an der Zelloberfläche präsentiert 
werden (Abbildung 1.9). Mit der Erkennung eines präsentierten Antigens durch einen 
antigenspezifischen TCR wird die betroffene Zelle als körperfremde Zelle eingeordnet und 
eliminiert55-57.  
Die MHC-abhängige Erkennung tumorspezifischer Antigene erfolgt durch tumorinfiltrierende 
Lymphozyten (TIL); einer heterogenen Gruppe zytotoxischer T-Zellen, die einen Tumor 
aufgrund ihrer Spezifität für tumorassoziierte Antigene (TAA) infiltrieren und lysieren58 59. 
Die Zelllyse wird über die Sekretion zytolytischer Granula (Perforin/Granzym) oder die 
Aktivierung von Todesrezeptoren, wie FAS oder TRAIL-R, vermittelt60 61. Für die 
vorliegende Arbeit ist wichtig, dass die hohe IFNγ-Produktion durch Zellen des 
Immunsystems normalerweise zu einer verstärkten Expression der Komponenten des 
MHC-Präsentationsweges in Tumorzellen führt und so die Zelllyse durch tumorspezifische 
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T-Zellen unterstützt58 59. Dieser physiologische Effekt kann jedoch im Sinne eines 
„escape“-Mechanismus gestört sein (s. unten).  
 
Abbildung 1.9: Präsentation von Tumorantigenen (TAA) über den 
MHC-I-Komplex. Dazu werden proteasomal abgebaute Proteine als Peptide 
über den TAP-Komplex in das ER geschleust und über Tapasin an ein 
MHC-I-Molekül gekoppelt. MHC-Peptid-Komplexe werden über den Golgi 
Apparat an die Zelloberfläche transportiert und den CTL präsentiert; 
CTL - zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T lymphocytes), TCR - 
T-Zell-Rezeptor (T cell receptor), MHC - Haupthistokompatibilitätskomplex 
(major histocompatibility complex), ER - Endoplasmatisches Retikulum, 
TAA - Tumorantigen, TAP - transporter associated with antigen processing. 
 
Falls nicht alle Tumorzellen durch das Immunsystem vernichtet werden, kann es zur 
Entwicklung eines Gleichgewichtes zwischen Tumorwachstum und Eliminierung der 
Tumorzellen durch das Immunsystem kommen49 53 62. Dieser „Ruhezustand“ des Tumors kann 
im besten Fall über einen langen Zeitraum aufrecht erhalten werden, oder in die Entwicklung 
von Tumorzellen münden, die infolge des anhaltenden immunogenen Drucks Mechanismen 
entwickeln, sich dem Immunsystem zu entziehen (Abbildung 1.8)63.  
Dazu zählt u.a. die eingeschränkte Präsentation von Tumorantigenen aufgrund eines 
MHC-I-Verlustes oder anderer Faktoren, die für die Antigen-Präsentation nötig sind42 43 64. 
Das wiederum führt zu einer eingeschränkten Erkennung der Tumorzellen durch zytotoxische 
T-Lymphozyten.  
Weitere Tumor „escape“-Mechanismen sind die Resistenz gegenüber IFNγ49, die Expression 
immunsuppressiver Zytokine (z.B. TGFβ oder Galectin)54 und immunsupprimierender 
Oberflächenmoleküle (z.B. B7H165 66) sowie die Rekrutierung regulatorischer lymphozytärer 
(z.B. Treg-Zellen)67 68 oder myeloischer Zellen (myeloid derived suppressor cells, MDSC)69. 
Regulatorische Zellen wirken sich durch die Produktion von Zytokinen (IL-10 und TGFβ) 
und negativen Kostimulatoren (wie CTLA-4 und B7H1) immunsuppressiv auf die Aktivität 
zytotoxischer T-Zellen aus53 70.  
 
1.3.1.2 Die Rolle kostimulatorischer Moleküle für die Antigenerkennung  
Für die effektive T-Zellaktivierung ist neben einem MHC-abhängigen, Antigen-spezifischen 
Signal, ein zweites Antigen-unabhängiges Signal nötig, welches durch die Interaktion 
zwischen Oberflächenmolekülen auf Tumorzellen oder dendritischen Zellen (z.B. B7.1 
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(CD80), B7.2 (CD86) oder CD40), bzw. deren Liganden auf T-Zellen (z.B. CD28 bzw. 
CTLA-4), vermittelt wird71 72. Tumorzellen selbst weisen oftmals nur eine eingeschränkte 
oder fehlende Expression der benötigten Kostimulatoren auf. Dadurch bleibt das für die 
Aktivität der T-Zellen entscheidende Wachstumssignal aus, was eine Anergie (fehlende 
Immunantwort) der entsprechenden Immunzellen zur Folge haben kann und somit wiederum 
das Tumorwachstum begünstigt73. Als Alternative greift das Immunsystem bei der 
Präsentation von Antigenen auf professionelle Antigen-präsentierende Zellen (antigen 
presenting cell, APC), wie dendritische Zellen (dendritic cell, DC) und Monozyten zurück, 
die neben der MHC-I-abhängigen Präsentation des Antigens, die benötigten Kostimulatoren 
zur Verfügung stellen. Da die Antigen-Präsentation von einer endogenen 
Synthese-Maschinerie abhängig ist, müssen APC, ähnlich wie im Falle von MHC-II, die 
Antigene zunächst aufnehmen und dann über den zelleigenen MHC-I-Signalweg auf der 
Zelloberfläche anbieten. Dieses Vorgehen wird als Kreuzpräsentation (cross presentation, 
cross priming) bezeichnet und beruht auf der Fähigkeit von APC apoptotische oder 
nekrotische Tumorzellen durch Phagozytose aufzunehmen. Die Antigenaufnahme führt zur 
Reifung und Migration der APC, vorrangig dendritischer Zellen, in Richtung der 
lymphatischen Organe und der MHC-abhängigen Präsentation gegenüber zytotoxischen 
T-Zellen (Abbildung 1.10)57 74 75.  
 
 
Abbildung 1.10: Präsentation von Tumorantigenen über den direkten Weg oder über die Kreuzpräsentation 
(cross presentation) durch Antigen-präsentierende Zellen (APC); DC – dendritische Zellen, APC – 
professionelle Antigen-präsentierende Zelle, CTL – zytotoxische T-Lymphozyten, TAA – Tumorantigen, TCR – 
T-Zell-Rezeptor.  
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T-Zellen, die die präsentierten Antigene erkennen, werden über die Bindung der 
Kostimulatoren zur Proliferation angeregt und aktiviert. Treffen sie nach dem Verlassen der 
lymphatischen Organe auf ihr spezifisches Antigen, wird die Zelllyse typischerweise über den 
Perforin/Granzym-Weg oder über Todesrezeptoren, eingeleitet57 76. 
 
1.3.1.3 Die Rolle der Apoptose bei der Immunabwehr von Tumorzellen 
Die Zelllyse von Tumorzellen erfolgt vorwiegend über eine T-Zell vermittelte Apoptose. Da 
ihre Induktion den wichtigsten Mechanismus für die Vernichtung von Tumorzellen durch das 
Immunsystem darstellt und die Apoptosehemmung von zentraler Bedeutung für einen 
effektiven „immune escape“ der Tumorzellen ist, wird im Folgenden auf die verbreitetsten 
Mechanismen eingegangen.  
Die Apoptose ist ein physiologisches „Todesprogramm“, das multizellulären Organismen die 
Entfernung alter, überflüssiger oder geschädigter (z.B. genetisch alterierter Tumor-) Zellen 
erlaubt77, ohne starke inflammatorische Reaktionen auszulösen71. Induktion und Fortschreiten 
der Apoptose werden maßgeblich von Caspasen bestimmt. Das sind Cysteinproteasen, die 
Peptidbindungen C-terminal der Aminosäure Aspartat spalten78. In der Zelle liegen Caspasen 
in ihrer inaktiven Form als sog. Procaspasen vor, die als Reaktion auf proapoptotische Stimuli 
gespalten werden. Die aktive Caspase setzt sich dabei als Heterotetramer aus den 
Spaltprodukten zusammen79. Unterteilt werden die Caspasen in Initiator-Caspasen, zu denen 
die Caspasen 8, 9 und 10 gehören und Effektor-Caspasen, zu denen die Caspasen 3, 6 und 7 
zählen80. Die durch Caspasen eingeleitete Apoptose kann sowohl intrinsisch über die 
Mitochondrien vermittelt werden als auch extrinsisch über sog. Todesrezeptoren verlaufen.  
 
Der intrinsische Apoptoseweg wird durch die Freisetzung von Cytochrom c aus dem 
Intermembranraum der Mitochondrien eingeleitet81. Cytochrom c induziert im Cytosol 
zusammen mit dem Adaptorprotein APAF-1 und der Caspase 9 die Bildung eines sog. 
Apoptosoms82, welches als katalytischer Komplex die Aktivierung der Effektor-Caspasen 3 
und 7 vermittelt und somit zur Apoptose führt83. Reguliert wird die mitochondriale Apoptose-
Induktion über Mitglieder der Bcl-2 (B cell lymphoma 2)-Familie. Abhängig von der Anzahl 
der Bcl-2 Homologie-Domänen (BH) wird die Familie in drei Unterfamilien unterteilt. Die 
einzige antiapoptotische Unterfamilie besteht aus Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1 sowie Bcl-W, die 
jeweils vier BH-Domänen aufweisen. Die anderen beiden Subfamilien übernehmen 
proapoptotische Funktionen, wobei einer der Proteinfamilien lediglich die BH4-Domäne fehlt 
(Bax, Bak und Bok), während die andere Unterfamilie als einzige BH-Domäne eine 
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BH3-Domäne aufweist (BH3 only). Die Aktivierung der „BH3 only“-Proteine, zu denen Bid, 
Bim, Noxa und Puma gehören, führt zur Oligomerisierung von Bak und Bax und einer 
Kanalbildung in der äußeren Mitochondrienmembran84. Die Stimulation der 
„BH3 only“-Proteine erfolgt durch zytotoxische Signale und erlaubt aktivierten 
BH3-Domänen mit einer hydrophoben Grube an der Oberfläche von antiapoptotischen 
Molekülen zu interagieren und so Überlebenssignale zu inhibieren. Zu den Signalen, welche 
die intrinsische Apoptose auslösen können, gehören neben physiologischen Stimuli, wie dem 
Verlust der Zytokin-Versorgung bzw. der Zell-Matrix-Interaktion, auch Signale die durch 
Onkogene, DNA-Schädigung, Chemotherapeutika oder γ-Strahlung ausgelöst werden85 86. Die 
dadurch induzierte Kanalbildung durch Bak und Bax bewirkt über die Freisetzung von 
Cytochrom c die Einleitung der Apoptose und kann wiederum durch die verstärkte Expression 





Abbildung 1.11: Intrinsischer Apoptoseweg - vermittelt über die Permeabilisierung der äußeren 
Mitochondrienmembran und Freisetzung von Cytochrom c, was zur Bildung eines Apoptosom und der 
Aktivierung der Caspase-Kaskade führt. 
 
Der extrinsische Apoptoseweg kann durch zytotoxische Effektorzellen aktiviert werden, 
indem deren Liganden sog. Todesrezeptoren auf (Tumor-) Zielzellen stimulieren. 
Todesrezeptoren gehören zur TNF (tumor necrosis factor)-Superfamilie und sind durch eine 
ca. 80 Aminosäuren umspannende intrazelluläre Todesdomäne charakterisiert, die für die 
Einleitung der Apoptose in den Zielzellen essentiell ist89. 
Typischerweise bilden Todesrezeptoren an der Zelloberfläche Oligomere (aus Rezeptor-
Trimeren), die durch eine cysteinreiche Region, genannt PLAD (preligand assembly domain), 
im extrazellulären Rezeptorteil stabilisiert werden90. Durch die Bindung eines Liganden 
kommt es bei den Rezeptordomänen zu Konformationsänderungen, die über die 
Todesdomänen zur Rekrutierung verschiedener Adapterproteine führen. Je nach Rezeptor 
handelt es sich um FADD (FAS associated protein with death domain) oder TRADD (TNF 
receptor associated protein with death domain), sowie die beiden Initiator-Caspasen 8 und 
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10, und den Caspase-Regulator cFLIPL (long form of the cellular FLICE/caspase 8 like 
inhibitory protein)91 92.  
Die Wechselwirkung der verschiedenen, am Signalmechanismus beteiligten Komponenten 
erfolgt über „Todes-Effektordomänen“ und führt zur Bildung eines Komplexes, DISC (death 
inducing signaling complex), der über einen bisher noch nicht vollständig aufgeklärten 
Mechanismus die Aktivierung der Caspase-Kaskade91 und die darauf folgende Apoptose 
einleitet. Die wichtigsten Todesrezeptoren sind FAS (CD95), TNF- und TRAIL-Rezeptoren 
(TNF-related apoptosis inducing ligand receptor)91.  
 
1) FAS/FAS-L: Der Ligand des Todesrezeptors FAS kommt sowohl in löslicher als auch 
membrangebundener Form vor. Aktivierte T-Zellen exprimieren überwiegend letztere und 
können so bei FAS exprimierenden Tumorzellen die Apoptose induzieren91 93. Die Interaktion 
von Ligand und Rezeptor führt zu einer Aggregation der Rezeptoren und der gleichzeitigen 
Bindung von FADD. Diese Strukturen sind als sog. SPOTS (signaling protein 
oligomerization structure) mikroskopisch erkennbar94. Der weitere Verlauf des Signalweges 
ist abhängig von der FAS-Rezeptordichte auf der Zelloberfläche und verläuft entweder unter 
Beteiligung von Endosomen (Typ I, bei hoher Rezeptordichte) oder Mitochondrien (Typ II, 
bei niedriger Rezeptordichte) 92 95.  
Der Signaltransduktionsweg bei Zellen des Typs I wird über die Internalisierung der 
Rezeptoren und die Verschmelzung mit Endosomen vermittelt, in denen die Bildung des 
DISC-Komplexes erfolgt96. Im Falle des FAS-Signaltransduktionsweges besteht dieser aus 
FADD, den Initiator-Caspasen 8 und 10, sowie cFLIPL91. Konformationsänderungen der 
Enzyme innerhalb des DISC-Komplexes führen vermutlich zu einer auto-protolytischen 
Spaltung der Caspase 8 und der Freisetzung des aktiven Enzyms97 98. Die Freisetzung leitet 
die Aktivierung weiterer Effektor-Caspasen, wie Caspase 3 und 7, und damit die Apoptose ein 
(Abbildung 1.12 (A))88.  
Im Gegensatz dazu ist bei Zellen des Typ II die Internalisierung des 
FAS-Rezeptor-Komplexes nicht notwendig91. Ähnlich wie im Falle der Typ I-Zellen kommt 
es zu einem Zusammenschluss mehrerer Rezeptor-Trimere und intrazellular zu einer 
Assoziierung mit FADD, cFLIP und Caspase 8. Dabei scheint die Erzeugung des 
DISC-Komplex in Typ II-Zellen langsamer und in einem geringeren Maße zu erfolgen als 
dies für Typ I-Zellen zu beobachten ist99. Anders als in Typ I-Zellen kommt es hier zu einer 
Caspase 8 vermittelten Spaltung des cytosolischen Bid in tBid (truncated Bid). tBid 
wiederum führt zur Oligomerisierung von Bax/Bad, wodurch die Apoptose über die 
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Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien initiiert wird (Abbildung 1.11 und 
1.12 (B)). Die Einleitung der mitochondrialen Apoptose bei Zellen des Typs II kann durch 
verstärkte Expression von Bcl-2 oder Bcl-XL inhibiert werden, während die beiden Proteine 
auf die Apoptose-Induktion bei Zellen des Typs I keinen Einfluss haben88 91 99. 
 
 
Abbildung 1.12: FAS vermittelter Signaltransduktionsweg zur Induktion der Apoptose in Typ I (A) und 
Typ II (B) Zellen nach Guicciardi et al.91 und Strasser et al.100; DISC – death inducing signaling complex, 
FADD – FAS associated protein with death domain. 
 
Die Stimulierung von FAS induziert nicht zwangsläufig die Apoptose, sondern kann auch 
eine Aktivierung des NF-κB Weges und der drei großen MAPK-Signaltransduktionswege, 
ERK1/2, p38 und JNK1/2, bewirken92 101 102. Alle drei Signalwege führen zu einer Induktion 
von Genen, die Einfluss auf Invasion, Metastasierung und Apoptose-Resistenz haben und 
somit die Eliminierung der Tumorzellen verhindern103. Der Schwellenwert für die 
Aktivierung des proliferativen/antiapoptotischen Signalweges scheint dabei wesentlich 
niedriger zu liegen als für den proapoptotischen Signalweg, der zwei funktionell aktive 
FAS-Gene erfordert104.  
 
2) TRAIL-Rezeptoren/TRAIL: Bei den zweiten bekannten Todesrezeptoren handelt es sich 
um TRAIL-Rezeptoren, die durch die Bindung von TRAIL (TNF related apoptosis inducing 
ligand) aktiviert werden. Bisher sind vier verschiedene TRAIL-Rezeptoren (TRAIL-R) 
bekannt, von denen lediglich TRAIL-R1 und R2 Apoptose induzieren. Bei TRAIL-R3 und R4 
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handelt es sich um verkürzte Proteine, bei denen die Todesdomäne vollständig (TRAIL-R3) 
oder teilweise (TRAIL-R4) fehlt. Durch eine Überexpression von TRAIL-R3 und TRAIL-R4 
kann es zu einer Inhibierung des apoptotischen Signaltransduktionsweges kommen, indem 
TRAIL vollständig von den beiden sog. „Decoy“ (Köder)-Rezeptoren abgefangen wird105 106.  
Die Apoptose-Induktion verläuft ähnlich wie bei FAS. Nach einer TRAIL-R1 und/oder R2 
Rezeptor-Oligomerisierung kommt es zur Bildung eines intrazellulären DISC-Komplex aus 
FADD, Caspase 8 und Caspase 10107. Im Gegensatz zu einer FAS-L induzierten Apoptose ist 
die Endozytose der Rezeptoren, obwohl vorhanden, für die Apoptose-Induktion allerdings 
nicht essentiell108. Vielmehr wird durch die Rezeptoraggregation an der Zelloberfläche, 
anders als bei FAS, genügend Caspase 8 gespalten, um die Effektor-Caspasen 3 und 7 unter 
Umgehung der Mitochondrien direkt zu aktivieren. Umgekehrt geht die quantitativ im 
Hintergrund stehende Internalisierung von TRAIL-Rezeptorkomplexen mit der Aktivierung 
des mitochondrialen Signalweges einher91, sodass die Induktion der beiden Apoptosewege 
genau gegensätzlich zur FAS-assoziierten Apoptose abläuft (Abbildung 1.13 (A) und (B)). 
 
 
Abbildung 1.13: TRAIL vermittelter Signaltransduktionsweg zur Induktion der Apoptose in Typ I (A) und 
Typ II-Zellen (B), sowie ein TRAIL-vermittelter Signaltansduktionsweg der über die Aktivierung des NF-κB 
Weges zur Zellproliferation und Metastasierung führt (C) (nach Guicciardi et al.91 und Strasser et al.100); TRAIL 
- TNF related apoptosis inducing ligand, DISC – death inducing signaling complex, FADD – FAS associated 
protein with death domain, IKKγ – inhibitor of κB kinase gamma, MAPK – mitogen activated protein kinase, 
RIP – receptor interacting protein, TRAF-2 – TNF associated factor 2. 
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Wie im Falle von FAS sind TRAIL-R offensichtlich nicht nur für die Vermittlung von 
Todessignalen zuständig, sondern können ebenso antiapoptotische und proliferative Signale 
vermitteln. Bei Apoptose-resistenten Zelllinien dissoziieren DISC-Komplex und Rezeptor 
voneinander und es kommt zur Bildung eines zweiten Komplexes unter Beteiligung von 
RIP1, TRAF2, IKKγ, TRADD, FADD und Caspase 8109 110. Die Bildung dieses sekundären 
Komplexes führt zur Aktivierung von NF-κB-, MAP-Kinase- und ERK-
Signaltransduktionswegen110 (Abbildung 1.13 (C)). Alle diese Signalwege spielen eine 
wichtige Rolle in Proliferation, Invasion, Metastasierung und Tumorangiogenese. Auf die 
Rolle der einzelnen Proteine wird im Folgenden näher eingegangen. 
 
3) TNFR und TNFα: Im Gegensatz zu FAS und TRAIL-R sind die TNFR insgesamt weniger 
für die Apoptose-Induktion als vielmehr für die Vermittlung von Entzündungsreaktionen 
relevant91. TNFα-Signale werden über zwei verschiedene Oberflächenrezeptoren 
weitergegeben, TNFR1 und TNFR2111 112. TNFR1 ist ubiquitär exprimiert und weist eine 
intrazelluläre Todesdomäne auf, die dem TNFR2 fehlt. Dadurch ist die Induktion der 
Apoptose über eine Caspase 8-Spaltung auf die Stimulation des TNFR1 beschränkt, während 
beide Rezeptoren nach Bindung des Liganden die IκB-Kinase und MAP-Kinasen (mitogen 
activated protein kinase, wie p38 und JNK) aktivieren können. Aufgrund der Vielzahl TNFα-
aktivierbarer Signaltransduktionswege hat TNFα Einfluss auf Zellwachstum und 
-entwicklung, Immun- und Entzündungsreaktionen, Zelltod und Onkogenese111 113.  
Die TNFR können drei Liganden binden: membranständiges TNFα, lösliches TNFα und eine 
von Lymphozyten produzierte Form, die als LTα bezeichnet wird91. Bei der aktiven Form von 
TNFα handelt es sich um ein Homotrimer, das nach der Rezeptorbindung intrazellulär zur 
Freisetzung des Inhibitor-Proteins SODD (silencer of death domains) führt. Dadurch wird 
verschiedenen Adapterproteinen die Bindung an die intrazelluläre Domäne des TNFR 
ermöglicht111. Ob bei der Bindung des Liganden eher Überlebens- und Proliferationssignale, 
oder apoptotische Signale an die Zelle weiter gegeben werden, hängt u.a. von der 
posttranslationalen Modifikation von RIP-1, sowie den Proteinkonzentrationen der 
antiapoptotischen Proteine cIAP1/2 und cFLIP ab.  
Bei der Bindung von RIP, TRAF-2, TRAAD und cIAP1/2 an die intrazelluläre Domäne des 
TNFR kommt es zu Bildung des Rezeptorkomplexes 1 in dessen Verlauf RIP-1 und TRAF-2, 
möglicherweise von den beiden cIAPs91, ubiquitiniert werden114. Die Polyubiquitinierung von 
RIP-1 an Position Lys377 führt zur Stabilisierung des Proteins sowie Bindung und 
Phosphorylierung von TAK-1, wodurch die IκB-Kinase (IKK) aktiviert wird115 116. Die 
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Aktivierung von IKK wiederum führt zur Phosphorylierung und zum proteasomalen Abbau 
des Inhibitors von NF-κB (IκB) und letztlich zur Freisetzung des Transkriptionsfaktors 




Abbildung 1.14: (A) Aktivierung des NF-κB-Transkriptionsfaktors über die Bindung von TNFα an den TNFR. 
(B) Apoptose-Induktion durch die Bindung von TNFα an den TNFR (nach Guicciardi et al.91); cIAP – inhibitor 
of apoptosis; cFLIP - long form of the cellular FLICE/caspase 8 like inhibitory protein; DISC – death inducing 
signaling complex, FADD - FAS associated protein with death domain; IκB – Inhibitor von NF-κB; NF-κB - 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells; TNFα – tumor necrosis factor α, TNFR – 
TNFα Rezeptor; TRADD - TNF receptor associated protein with death domain; TRAF – TNF receptor 
associated factor. 
 
Bei niedrigen Konzentrationen von cIAP1/2 oder einer verminderten Neubildung von cFLIP 
werden bei der Stimulation des TNFR zusätzlich zu RIP1, TRAF-2 und TRADD, FADD und 
die Caspasen 8 und 10 rekrutiert. Mit der Internalisierung des Rezeptorkomplexes in 
Endosomen spricht man von einem Rezeptosom91 118. In diesem Komplex spielt TRAF-2 eine 
Rolle bei der Bindung und Aktivierung verschiedener Kinasen, die über eine Kinase-Kaskade 
(MAPKKK, MEKK1, ASK1), die c-Jun-Kinase (JNK) aktivieren und damit den 
Transkriptionsfaktors c-Jun anschalten111. Gleichzeitig führt die Aktivierung der JNK zu einer 
Phosphorylierung und Aktivierung der E3-Ubiquitin-Ligase Itch, die die Ubiquitinierung von 
cFLIP vermittelt und so dessen proteasomalem Abbau einleitet. Mit dem Abbau von cFLIP 
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kommt es zu einer vermehrten Spaltung der Caspase 8 und der Induktion der Caspase-
Kaskade, was wiederum zur Apoptose führt (Abbildung 1.14 (B))91. 
 
4) Perforin/Granzym: Bei der Erkennung eines TAA durch zytotoxische T-Lymphozyten 
können diese, neben der Bindung an Todesrezeptoren, zytotoxische Granula in den Raum 
zwischen T-Zelle und Target-Zelle sezernieren119. Die Granula enthalten eine Mischung aus 
Perforin und Granzymen. Dabei vermittelt Perforin über einen noch nicht vollständig 
aufgeklärten Mechanismus den Übertritt von Granzymen aus dem Extrazellularraum in die 
Target-Zelle61 120.  
Granzyme sind Serin-Proteasen, die die Apoptose über zwei Wege einleiten. Erstens spalten 
sie die Procaspasen 3 und 7 und stoßen dadurch die Caspase-Kaskade direkt an121; zweitens 
können sie die mitochondriale Apoptose initiieren, indem sie Bid spalten, das in seiner 
aktivierten Form (tBid, truncated Bid) zur Oligomerisierung von Bax und Bak beiträgt, 
sodass ein Kanal in der äußeren Mitochondrienmembran ausgebildet und Cytochrom c 











Abbildung 1.15: Granzym/Perforin abhängige Tumorzelllyse durch 
zytotoxische T-Zellen (nach Cullen et al.119 120). Abbildung mit freundlicher 
Genehmigung der Macmillan Publishers Ltd.; Cell Death and 
Differentiation; Cullen et. al.; 2007. 
 
Der antiapoptotische Faktor Bcl-2 hemmt die Cytochrom c-Freisetzung indem er einen 
Komplex mit den beiden proapoptotischen Faktoren Bax und Bak eingeht, wodurch die 
Bildung des Kanals nicht mehr erfolgen kann. Es hat sich gezeigt, dass eine verstärkte Bcl-2 
Expression ausreicht, um die Einleitung der Apoptose zu inhibieren119 124 125, womit der durch 
die Mitochondrien vermittelte Signalweg als Hauptweg der Granzym-abhängigen Apoptose 
gilt119.  
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1.3.1.4 Apoptose-Regulation 
Ob die von Todesrezeptoren ausgehenden Signale zu verstärkter Tumorzellproliferation oder 
zur Apoptose führen (s. oben), hängt von mehreren Regulatorproteinen ab, zu denen u.a. RIP 
und cFLIPL sowie die Mitglieder der cIAP-Familie gehören. 
 
1) RIP1: RIP1 ist eine Serin/Threonin Kinase, bestehend aus einer N-terminalen Kinase-
Domäne, einer intermediären Domäne und einer C-terminalen Todeseffektor-Domäne. In 
Abhängigkeit von seinen post-transkriptionellen Modifikationen kann RIP1 entweder die 
Caspase-Kaskade anstoßen oder zum Überleben der Zelle beitragen. So führt die 
Phosphorylierung von RIP1 zur Aktivierung des antiapoptotischen ERK-Signalweges, 
während bei einer Polyubiquitinierung an Lys377 der NF-κB-Signalweg angeschaltet wird114. 
Durch eine Deubiquitinierung von RIP1 kann durch die Rekrutierung von FADD und 
Caspase 8 die Apoptose einleitet werden126.  
2) cFLIP: Die verschiedenen Varianten von cFLIP regulieren ebenfalls die extrinsische 
Apoptose. Sie zeigen strukturelle Ähnlichkeit zur Caspase 8, haben aber keinerlei 
enzymatische Aktivität. Für die kurzen Varianten cFLIPS und cFLIPR wird angenommen, dass 
sie mit der Caspase 8 um die Bindestellen im DISC-Komplex konkurrieren und dessen 
Funktion kompetitiv hemmen. cFLIPL unterstützt hingegen die Bildung des DISC-Komplexes 
durch Bildung von funktionellen Caspase 8/cFLIP-Heterodimeren und wirkt nur bei starker 
Überexpression als kompetitiver Inhibitor. Ob cFLIP eine pro- oder antiapoptotische Wirkung 
auf die Zelle hat, ist somit vom Expressionsniveau seiner verschiedenen Splice-Varianten 
abhängig91.  
3) IAPs: Zu den Regulatoren, die besonders die Apoptose normaler Zellen verhindern sollen, 
gehören die Proteine der IAP (inhibitor of apoptosis) Familie. Besonderes Merkmal der 
IAP-Proteine sind eine unterschiedliche Zahl repetitiver Sequenzmotive, sogenannter 
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Abbildung 1.16 Mitglieder der IAP-Familie; Abbildung nach Altieri et al.127; BIR – baculovirus inhibitory 
repeat; CARD – Caspase recruitment domain; UBA – Bindestelle für polyubiquitinierte Proteine. 
 
Die BIR-Domänen sind für die Erkennung von Proteinen und Protein-Protein Interaktionen 
entscheidend128, während die RING-Domäne als E3-Ubiquitin-Ligase fungiert und die CARD 
(Caspase recruitment domain)-Domäne bei cIAP1 bzw. cIAP2 die Funktion einer 
Rekrutierungsdomäne für Caspasen übernimmt127.  
XIAP, cIAP1 und cIAP2 weisen außerdem eine Bindestelle für IBM (IAP binding 
motif)-Proteine auf. Dieses Motiv kann bei Caspasen, wie Caspase 9 und 7, aber auch bei 
proapoptotischen Proteinen, wie SMAC (second mitochondrial derived activator of caspase), 
nachgewiesen werden129 130 und vermittelt die Interaktion der Proteine untereinander. 
Physiologischerweise scheint lediglich XIAP Caspasen durch direkte Bindung zu inhibieren, 
indem es mit der katalytisch aktiven Region interagiert und die Substratbindung verhindert131 
132
. Die in der RING Domäne verankerte E3-Ligase führt gleichzeitig zu einer 
Polyubiquitinierung und zum proteasomalen Abbau der betroffenen Caspasen133 134. 
Demgegenüber scheinen cIAP1 und cIAP2 insbesondere bei der Regulierung der 
Initiator-Caspase 8 im Zusammenhang mit dem TNFR-Signaltransduktionsweg eine Rolle zu 
spielen und durch Ubiquitinierung der Caspasen sowie des Adaptorproteins RIP die 




Abbildung 1.17: Schematische Darstellung der Survivin/XIAP Wechselwirkung und der daraus resultierenden 
antiapoptotischen Wirkung von Survivin. 
 
Survivin, dem kleinsten Familienmitglied, fehlt im Gegensatz zu anderen IAPs eine 
katalytische Domäne. Die antiapoptotischen Effekte von Survivin scheinen vielmehr durch 
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Wechselwirkung mit anderen Proteinen vermittelt zu werden. So erhöht Survivin durch eine 
Komplexbildung mit XIAP dessen Stabilität gegenüber Ubiquitin-abhängiger Degradierung 
und verstärkt dadurch indirekt die Inhibierung der Caspasen durch XIAP137 138. XIAP 
wiederum induziert die Transkription der IAP-Mitglieder durch Aktivierung des NF-κB-
Weges139 140 141, in Form einer positiven Rückkopplung (Abbildung 1.17)142. Desweitern 
vermindert mitochondrial lokalisiertes Survivin die Freisetzung von proapoptotischem 
SMAC143, das im Verlauf der intrinsischen Apoptose-Induktion aus den Mitochondrien ins 
Cytosol freigesetzt wird und über das IBM-Motiv cytosolische IAPs hemmt144 
(Abbildung 1.17). Survivin selbst wird u.a. durch die Stress-induzierten Chaperone Hsp60 
und Hsp90 vor proteosomalem Abbau geschützt, was wiederum zur Apoptosehemmung 
beiträgt145 146.  
 
1.3.2 Die Rolle immunsupprimierender Mechanismen bei der Tumorabwehr 
und Therapieresistenz 
Immunsupprimierende Eigenschaften von Tumorzellen und ihres Mikromilieus sind 
wesentlich für Tumorentstehung, Progression und Resistenz gegenüber immun-
therapeutischen Strategien147. 
Ein typischer immunsuppressiver Tumor-„escape“-Mechanismus besteht im Verlust der 
MHC-I-Expression, der zu defekter Antigenpräsentation und fehlender Tumorerkennung 
durch spezifische zytotoxische T-Zellen führt148 149. Bei vielen Tumoren ist gleichzeitig die 
Sensitivität gegenüber IFNγ herabgesetzt und somit die MHC-Induktion eingeschränkt150 151. 
Bei fehlender MHC-I-Expression können natürliche Killerzellen (NK-Zellen) die betroffenen 
Zellen grundsätzlich eliminieren. Als Gegenmechanismus exprimieren Tumorzellen u.a. 
nicht-polymorphe MHC-Moleküle (HLA-E oder HLA-G), die wiederum die NK-Aktivität 
hemmen152 153. 
Die Expression koinhibitorischer Moleküle der CD28-Familie, z.B. PD-L1, auf Tumor-
zelloberflächen stellt einen weiteren verbreiteten „escape“-Mechanismus dar. Die Bindung 
von PD-L1 (B7H1) an seinen Rezeptor PD-1 auf aktivierten T-Zellen induziert Anergie und 
verhindert eine anti-tumoröse Immunantwort154 155. PD-L1 ähnelt dem immunregulatorischen 
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated antigen), das auf T-Zellen exprimiert wird und 
nach Bindung an die Kostimulatoren B7.1 (CD80) oder B7.2 (CD86) ein inhibitorisches 
Signal vermittelt, wodurch die antigenspezifische T-Zellproliferation und IL-2 Produktion 
inhibiert werden. Antikörper zur Neutralisierung immunsupprimierender 
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Oberflächenmoleküle (z.B. gegen CTLA-4) gehören aktuell zu den vielversprechendsten 
Immuntherapeutika156-158.  
Ein metabolischer, die T-Zell-Funktionen hemmender Mechanismus besteht in der 
Ausschüttung von Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO), wodurch die essentielle Aminosäure 
Tryptophan verbraucht und den T-Zellen die Proliferationsgrundlage entzogen wird197 198.  
Von Tumorzellen gebildetes Adenosin, Prostaglandin E2, IGFβ, IL-10 und VEGF-A 
supprimieren dendritische Zellen und fördern die Rekrutierung regulatorischer T-Zellen, die 
eine Anergie anti-tumoröser Effektorzellen bewirken. Dementsprechend ist der Nachweis 
regulatorischer T-Zellen im Tumorgewebe häufig mit einer schlechten Prognose assoziiert44.  
Neben Treg- werden auch MDS (myeloid derived suppressor)-Zellen für die Inhibierung der 
Immunantwort verantwortlich gemacht und können durch die Produktion von Arginase und 
NO-Synthetase T-Zellen supprimieren43.  
 
1.3.3 Skelettmuskulatur als immunologisches System 
Analysen inflammatorischer Myopathien haben gezeigt, dass Skelettmuskulatur zahlreiche 
immunologisch relevante Oberflächenmoleküle exprimieren kann159. Unter 
Entzündungsbedingungen werden von Myoblasten z.B. kostimulatorische und adhäsive 
Oberflächenmoleküle in Kombination mit Matrix-Metalloproteasen (MMP) und Chemokinen 
gebildet, sodass vermutet wird, dass quergestreifte Muskulatur aktiv an lokalen 
Immunreaktionen teilnehmen kann160.  
In vitro sind Myoblasten gegenüber der Stimulation verschiedener Chemokine sensibel und 
können im Falle entzündlicher Prozesse maßgeblich die Expression von MHC und 
kostimulatorischen Molekülen, ebenso wie von Adhäsionsmolekülen (z.B. ICAM-1), 
Zytokin- und Chemokinrezeptoren ändern161 162 und als nicht-professionelle APC fungieren160 
163-165
. Dabei spielt für die Interaktion mit CTLs insbesondere die Expression des 
nicht-klassischen Kostimulators ICOS-L eine Rolle, da die beiden essentiellen 
Kostimulatoren, B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) in der Skelettmuskulatur nicht induzierbar 
sind166-169. Gleichzeitig konnten mehrere inhibitorische Oberflächenmoleküle, wie HLA-G170 
171
, B7H1 und B7H3 nachgewiesen werden, welche die Skelettmuskulatur vor einem Angriff 
durch das Immunsystem schützten können65 172 173. Die Muskulatur stellt dem Immunsystem 
somit die nötigen Moleküle für eine ausreichende Stimulation zur Verfügung und wird 
gleichzeitig durch die Expression inhibitorischer Moleküle vor einem Angriff durch das 
Immunsystem geschützt. 
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1.4 Immuntherapeutische Ansätze – allgemeine Übersicht 
Trotz der Weiterentwicklung von Chirurgie, Strahlentherapie und Chemotherapie in den 
vergangen 40 Jahren und stetiger Verbesserung der Überlebensraten172, stellen 
fortgeschrittene oder rezidivierte Tumoren und minimale Resterkrankungen ein großes 
Problem dar56. Einen Lösungsansatz bieten immunologische Therapien, die im Gegensatz zur 
Chemo- und Strahlentherapie auch mitotisch nicht aktive Tumorzellen eliminieren können. 
Gleichzeitig bleibt - zumindest theoretisch - je nach Tumorspezifität des Zielantigens, die 
Wirkung der Therapie auf das Tumorgewebe weitgehend beschränkt, wodurch 
Nebenwirkungen reduziert werden56.  
Zurzeit werden drei immuntherapeutische Ansätze verfolgt: (1) Die unspezifische Stimulation 
des Immunsystem, (2) die aktive Immunisierung mit Tumorantigenen und (3) der adoptive 
Zelltranfer173 (Abbildung 1.18). 
Bei der unspezifischen Immunstimulation wird angestrebt, die Anti-Tumor-Immunantwort zu 
induzieren oder zu verbessern. Dazu wurde in den 90er-Jahren von der FDA (Food and Drug 
Administration) Interleukin-2 (IL-2), ein Wachstumsfaktor für Lymphozyten und NK-Zellen, 
zur Behandlung von Nierenzellkarzinomen und Melanomen zugelassen173 174. IL-2 zeigte 
allerdings nur bei 10-15% der behandelten Patienten eine dauerhafte Regression des 
Tumorwachstums173.  
Impfstoffe gegen Viruserkrankungen wie Hepatitis B oder humanes Papillomavirus dienen 
der Prävention von Tumoren, die mit diesen Erkrankungen assoziiert sind175 176. Im Gegensatz 
dazu sollen therapeutische Vakzine eine Immunantwort gegen einen schon bestehenden 
Tumor induzieren. Als therapeutische Vakzine gelten spezifische Tumorantigene, die als 
Peptidfragmente oder Gesamtprotein dazu dienen sollen, im Körper eine Immunantwort zu 
induzieren. Problematisch hierbei ist allerdings das wirtsspezifische Prozessieren der TAA, 
sodass dasselbe TAA infolge der verschiedenen, in der Bevölkerung vertretenen, 
HLA-Subtypen unterschiedlich präsentiert wird. Die Generierung therapeutischer Vakzine 
erfordert somit sowohl eine genaue Kenntnis der TAA-Peptidsequenz als auch des 
präsentierenden HLA-Subtyps. Klinische Studien mit solchen Peptid/Protein-Vakzinen 
erzielten bei verschiedenen Tumorentitäten bereits Erfolge. Ein Schwachpunkt dieser 
Protein-basierten Vakzine ist allerdings die oftmals nur eingeschränkte Stimulation von 
Effektor-T-Zellen und somit eine ineffektive anti-Tumorwirkung147 177 178. 
Durch die Verwendung dendritischer Zellen, die als professionelle APCs zytotoxische 
T-Zellen zur Proliferation stimulieren, soll diese Problematik umgangen werden. Dabei 
werden APCs aus den Patienten isoliert und mit einem spezifischen Tumorantigen 
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kokultiviert bevor sie den Patienten reinjiziert werden. Ziel ist es, durch „professionell“ 
präsentierte Tumorantigene körpereigene, zytotoxische T-Zellen gegen den Tumor zu 
sensibilisieren und diesen dadurch zu eliminieren179 56 147 177 (Abbildung 1.18 (D)). Gerade bei 
Prostatakarzinomen wurden mit diesem Ansatz gute Erfolge erzielt180 181. 
In abgewandelter Form können statt APCs auch T-Zellen aus Patienten isoliert und ex vivo 
mit APCs kokultiviert werden, sodass stark immunogene Zellklone isoliert und wieder den 
Patienten injiziert werden können. Ein solcher Transfer von anti-tumorösen Immunzellen wird 
als „Adoptive Zelltherapie“ (ACT, adoptive cell therapy) bezeichnet. Zu dieser Strategie 
zählen auch der Transfer tumorinfiltrierender Lymphozyten (TIL) oder genetisch 
modifizierter Lymphozyten.  
Tumorinfiltrierende Lymphozyten sind autologe Lymphozyten mit einer anti-Tumor-
Aktivität, die direkt aus resezierten Tumoren isoliert und in vitro expandiert werden 
(Abbildung 1.18 (C)). Bei Melanompatienten hat sich gezeigt, dass TILs unter Produktion 
diverser Zytokine, wie IL-2, IFNγ und TNFα, effektiv Tumorzellen lysieren und eine 
dauerhafte Regression des Tumorwachstums bewirken können182 183. Eine 
Lymphozyten-Depletion vor der Re-Injektion der TILs kann die Effektivität der Behandlung 
stark verbessern, da hierdurch auch, die Immunreaktion supprimierende, regulatorische T-
Zellen und MDSC (myeloid derived suppressor cells) abgetötet werden184. Die Isolierung von 
TILs ist allerdings sehr aufwendig und gestaltet sich bei nicht resezierbaren oder sehr kleinen 
Tumoren als schwierig, wodurch die Möglichkeiten dieser ACT auf große, gut erreichbare 
Tumore beschränkt bleiben173 185.  
Die genetische Modifikation von peripheren Blutlymphozyten (PBL) mit Rezeptoren, die 
spezifisch Tumorantigene erkennen, umgeht viele der oben aufgezeigten Probleme. PBLs 
können leicht aus Vollblut isoliert, expandiert und mittels retroviralem Gentransfers 
modifiziert werden, um anschließend dem Tumorpatienten wieder injiziert zu werden. Die 
Modifikationen können aus einem spezifischen T-Zell-Rezeptor186 oder einem chimären 
Antigenrezeptor (CAR) bestehen (Abbildung 1.18 (B)). Antigenrezeptoren besitzen im 
Gegensatz zu TCR den Vorteil, nicht auf eine Antigenpräsentation über MHC-I- oder MHC-
II-Komplexe angewiesen zu sein und bestehen in der Regel aus einem „single chain“-
Fragment eines monoklonalen Antikörpers, das genetisch mit einem intrazellulären 
Signalmolekül eines T-Zell-Rezeptors verknüpft ist187.  
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Abbildung 1.18: Darstellung verschiedener immuntherapeutischer Ansätze zur Tumorbekämpfung. 
(A) Unspezifische Stimulation mit IL-2, (B) Isolierung und genetische Modifikation peripherer Blutlymphozyten 
(PBL), (C) Isolierung und Expansion von Tumor-inflitrierenden Lymphozyten (TIL) sowie (D) die Modifikation 
von Antigen-präsentierenden Zellen (APC). 
 
Die antigenbindende Domäne des CAR setzt sich aus den variablen Anteilen der leichten (VL) 
und schweren Kette (VH) eines monoklonalen Antikörpers zusammen, der spezifisch ein 
bestimmtes Tumorantigen erkennt. Zur Erzeugung des chimären Rezeptors werden die beiden 
Domänen der leichten und schweren Kette über einen flexiblen Linker verknüpft. Das 
entstandene künstliche Fragment wird als „single chain variable“-Fragment (scFv) 
bezeichnet. Damit die scFv-Fragmente zur Erkennung spezifischer Antigene eine 
ausreichende Beweglichkeit aufweisen, werden sie über eine variable „hinge“-Region an die 
Transmembrandomäne des CAR angefügt188. Die Transmembrandomäne wiederum ist meist 
Teil eines CD4-, CD8-, CD28- oder CD3-Membranproteins (Abbildung 1.19). An die 
Transmembrandomäne schließt sich eine intrazelluläre Signaldomäne an, die bei der Bindung 
des CAR an das entsprechende Antigen, die T-Zell-vermittelte Lyse der Tumorzelle initiiert 
(Abbildung 1.19).  
Bei den Rezeptoren der ersten Generation hat sich die Verwendung einer 
CD3ζ-Signaltransduktionskette durchgesetzt189. Für eine ausreichende Aktivierung und 
Proliferation benötigen T-Zellen, wie unter Abschnitt 1.3.1.2 beschrieben, ein 
kostimulatorisches Signal. Dazu wird den Rezeptoren der zweiten Generation als Teil der 
Transmembrandomäne oder unmittelbar danach, eine kostimulatorische Domäne, wie CD28 
oder ICOS-L, eingefügt (Abbildung 1.19). Die generierten Rezeptoren zeigen eine verstärkte 
Proliferation, erhöhte Zytokinproduktion (IFNγ und IL-2) und dadurch eine verbesserte 
Anti-Tumor Aktivität190 191. Die Weiterentwicklung der chimären Rezeptoren strebt die 
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Erzeugung von Varianten an, die mit der Erkennung ihres Target-Antigens, neben 
verbessertem Proliferationsverhalten auch erhöhte Überlebensraten aufweisen, sodass die 
Verweildauer im Körper verlängert und die Effizienz der Tumorzelllyse verbessert wird 
(dritte Generation)192 (Abbildung 1.19).  
 
 
Abbildung 1.19: Schematischer Aufbau chimärer Antigenrezeptoren (CAR) der ersten (links), zweiten (Mitte) 
und dritten Generation (rechts) (nach Cartellieri et al.185). 
 
Die Eigenschaft der Lymphozyten, Gewebe aktiv zu penetrieren und Zellen auf die 
Anwesenheit des spezifischen Antigens zu „scannen“, macht chimäre T-Zellen sehr 
effektiv193. Im Gegensatz zur Isolierung von TILs oder APCs bieten chimäre T-Zellen den 
Vorteil, in kurzer Zeit (1-2 Wochen) aus relativ kleinen Blutmengen (25-50 ml) eine große 
Zahl rezeptortragender TAA-spezifischer T-Zellen generieren zu können185.  
Mehrere In-vivo-Studien konnten bereits nachweisen, dass die so modifizierten T-Zellen 
Tumorzellen spezifisch erkennen und lysieren (Abbildung 1.20). Erste Klinische Studien, bei 
denen chimäre T-Zellen zur Bekämpfung von Melanomen eingesetzt worden waren, zeigen 
vielversprechende Ergebnisse194 195.  
 
 







Abbildung 1.20: Tumorzelllyse durch chimäre T-Zellen. 
Der auf T-Zellen exprimierte, künstlich erzeugte chimäre 
Antigenrezeptor, erkennt MHC-I unabhängig 
Tumorantigene und führt zur Zelllyse der Tumorzelle 
durch die T-Zelle (nach Cartellieri et al.185). 
 
1.5 Konventionelle und immuntherapeutische Ansätze bei RMS  
Die Prognose eines Rhabdomyosarkoms ist nicht nur vom histologischen Subtyp abhängig, 
sondern auch von der Lokalisation des Primärtumors, dem Stadium der Erkrankung sowie 
dem Alter zum Zeitpunkt der Diagnose196. Eine Tumorlokalisation im Bereich des 
Urogenitaltraktes, Kopfes oder Halses sowie weniger als zwei Metastasen sind mit einer 
günstigen Prognose assoziiert, während sich die Prognose mit steigendem Alter und 
Entwicklung von Knochen- oder Knochenmarks-Metastasen stark verschlechtert197 198. 
Die Behandlung von Rhabdomyosarkomen spielt eine entscheidende Rolle für die Prognose 
von RMS. Zurzeit kommt meistens eine Kombination aus Strahlen- und Polychemotherapie 
und je nach Möglichkeit eine Tumorresektion zur Anwendung. Dabei ist die 
Zusammensetzung der Therapie eine Gratwanderung zwischen effektiver Tumorbekämpfung 
und der Verträglichkeit der Behandlung, da Strahlen- und Chemotherapie schwere 
Auswirkungen auf den kindlichen Organismus haben199 200 201. Therapiekonzepte, die hohe 
Effektivität mit guter Verträglichkeit der verwendeten Chemotherapeutika und 
Strahlentherapie verbinden, haben im Verlauf der letzen 20 Jahre die Prognose lokalisierter 
RMS-Tumore stark verbessert1 202-205. Im Vergleich dazu sind die Behandlungserfolge bei 
metastasierenden RMS gering geblieben. Trotz medizinischer Neuerungen stagniert die 
Überlebensrate dieser Hochrisikopatienten seit vielen Jahren bei nur 20-30% 196 197 201 205. Dies 
hat zur Suche nach grundsätzlich neuen Therpiekonzepten (z.B. immunologischen Verfahren) 
geführt, deren Einsatz als Rezidivprophylaxe oder in Kombination mit „klassischen“ 
Therapiestrategien denkbar ist bzw. bereits erprobt wird206 207. Die Wirksamkeit 
immunologischer Therapiestrategien hängt dabei u.a. vom Tumormikromilieu und der 
Balance zwischen immunsupprimierenden und -stimulatorischen Eigenschaften ab.  
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1.5.1 Tumorantigen bei RMS 
Die Wahl des Tumorantigens ist bei Immuntherapien von entscheidender Bedeutung, um die 
Nebeneffekte auf andere Gewebe gering zu halten. Da immuntherapeutische Ansätze sehr 
spezifisch für ein Antigen sind, sollten solche Antigene verwendet werden, die einzig auf 
Tumorzellen exprimiert werden56. Für Rhabdomyosarkome wurde der fetale 
Acetylcholinrezeptor (fAChR) als spezifisches Antigen beschrieben208 209.  
Beim AChR handelt es sich um einen pentameren Kationenkanal der Skelettmuskulatur, der 
aus vier verschiedenen Untereinheiten besteht (Isoformen: α2βδε oder α2βδγ)210 und für die 
neuromuskuläre Reizübertragung verantwortlich ist. Dabei unterschieden sich muskuläre 
AChR grundsätzlich sowohl in funktioneller als auch immunologischer Hinsicht von 
neuronalen AChR 211. Abhängig vom Entwicklungsstand der neuromuskulären Endplatte wird 
eine fetale (fAChR) und eine adulte AChR (aAChR) Variante unterschieden. Die fetale Form 
des AChR mit der pentameren Zusammensetzung α2βδγ enthält eine γ-Untereinheit (UE), die 
bis zur 31-sten Schwangerschaftswoche durch die homologe ε-UE des adulten Rezeptors 
ausgetauscht wird, sodass eine α2βδε-Zusammensetzung resultiert212-214, die für eine 
veränderte Leitfähigkeit des Ionenkanals verantwortlich ist215 (Abbildung 1.21).  
 
 
Abbildung 1.21: Austausch der γ UE des AChR gegen die ε UE, der bis zur 31-sten Schwangerschaftswoche 
erfolgt. 
 
Nach der Geburt wird der fetale AChR physiologischerweise nur noch von einigen (nicht 
innervierten) Myoidzellen des Thymus 216 217 und – aus unbekannten Gründen - in einzelnen 
innervierten Fasern der extraokulären Muskulatur218 exprimiert. Zu einer Re-Expression des 
fAChR nach der Geburt kommt es nur im Falle einer Denervierung219, nicht jedoch im normal 
innervierten Muskel214.  
Autoantikörper gegen den fAChR können als große Rarität bei schwangeren Frauen 
nachgewiesen werden220, deren ungeborene Kinder von einer Erkrankung betroffen sind, die 
als Arthrogryposis multiplex congenita (AMC) bezeichnet wird (und meistens durch 
genetische Ursachen bedingt ist). Die autoimmunologische Form der AMC wird durch 
Autoantikörper verursacht, die eine schwere intrauterine Muskelschwäche und 
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Bewegungsarmut mit Gelenkfehlstellungen und Versteifungen bedingen, die so schwer sein 
können, dass sie mit dem Leben nicht vereinbar sind221. Bei einigen Fällen 
autoimmunologisch-bedingter AMC konnte durch Versuche mit transfizierten, 
AChR-exprimierenden Xenopus-Eiern gezeigt werden, dass sich im Blut der Mütter 
ausschließlich Antikörper gegen die γ-UE des fetalen AChR befanden und diese 
Autoantikörper keinerlei Einfluss auf die adulte Variante des AChR besaßen221. Aufgrund der 
stark eingeschränkten Expression des fAChR in adultem Gewebe zeigten die Mütter keinerlei 
eigene Symptome, während die Kinder neben AMC oftmals von einer neonatalen Myasthenie 
(Myasthenia gravis) betroffen waren222; also einer durch die Antikörper begründeten 
ausgeprägten Muskelschwäche, die mit dem Austausch der γ-UE gegen die ε-UE des adulten 
AChR verschwanden.  
Diese inzwischen wiederholt gemachte Beobachtung beim Menschen legt den Schluss nahe, 
dass die von RMS exprimierte AChR γ-UE ein vielversprechendes, weil postnatal nahezu 
RMS-spezifisch exprimiertes Tumorantigen ist208 209 und gegen den fAChR gerichtete 
immuntherapeutische Strategien geringe Nebenwirkungen auf den Organismus, speziell die 
innervierte Skelletmuskulatur, haben dürften. 
 
1.6 Ziele der Arbeit 
Diese Arbeit sollte dazu dienen, einen immunologischen Therapieansatz zur Behandlung von 
Rhabdomyosarkomen auf Basis chimärer T-Zellen zu etablieren. Als Zielantigen für die 
chimären T-Zellen wurde der von RMS-Tumoren spezifisch exprimierte fAChR genutzt. In 
Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass ein fAChR-spezifischer Antigenrezeptor der 
ersten Generation RMS-Zellen zwar erkennen, jedoch nur mit geringer Effektivität lysieren 
konnte223. Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen die Optimierung dieses Rezeptors und eine 
damit verbundene Effektivitätssteigerung der chimären T-Zellen.  
Zusätzlich wurden die bis dahin wenig untersuchten immunologischen Eigenschaften von 
RMS-Tumoren auf der Grundlage bekannter muskelspezifischer Mechanismen analysiert. 
Dabei waren die immunologisch relevanten Oberflächenmoleküle der Skelettmuskulatur, 
aufgrund der muskulären Differenzierung von RMS von besonderem Interesse und dienten als 
Anhaltspunkt, um die Wechselwirkung zwischen RMS und Immunsystem zu erforschen. 
Besonderes Augenmerk wurde hierbei auf die Analyse der bekannten immunsupprimierenden 
und -stimulatorischen Eigenschaften gelegt, die für immunologische Therapiekonzepte eine 
Rolle spielen könnten.  
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Ferner wurde nach möglichen Resistenzmechanismen gesucht, die RMS-Tumore vor einer 
Apoptose-Induktion durch zytotoxische T-Zellen schützen könnten. Neben Analysen zur 
Sensitivität gegenüber den bekannten Todesrezeptor-Liganden (FAS-L, TRAIL und TNFa) 
wurden die RMS-Zelllinien und RMS-Gewebe auf die Expression bekannter antiapoptotischer 
Moleküle untersucht. 
Ein Überblick über die von RMS exprimierten Oberflächenmoleküle und zellinternen, 
antiapoptotischen Mechanismen sollte helfen das Verständnis für die Entstehung von RMS-
Tumore zu verbessern und potenzielle „immune escape“-Mechanismen aufzudecken. Die 
Erkenntnisse sollten außerdem dazu dienen, die chimäre T-Zelltherapie weiter zu entwickeln 
und für einen möglichen In-vivo-Einsatz zu optimieren. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Materialien 




In Tabelle 2.1 sind die im Verlauf der Arbeit verwendeten Primärantikörper, in Tabelle 2.2 
die Sekundärantikörper alphabetisch aufgelistet. 
 
Tabelle 2.1: Primärantikörper 
Antigen Spezies, (Klon) Bezugsquelle 
AChR, γ-UE rat anti-human, mAB (66) Pasteur Institut, Athen, Griechenland 
AChR, α-UE rat anti-human, mAB (198) Pasteur Institut, Athen, Griechenland 
AChR, γ-UE mouse anti-human, mAB (C9) GeneTex, Irvine, CA, USA 
AChR, α-UE mouse anti-human, mAB (D6) GeneTex, Irvine, CA, USA 
Aktin mouse anti-human, mAB (C4) Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA 
B7H1 (CD274) mouse anti-human, mAB, (130021) R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 
Caspase 8 mouse anti-human mAB, (1C12) cell signaling, Beverly, MA, USA 
CIITA goat anti-human, pAB, (A19) Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA 
CD3 mouse anti-human, mAB, (OKT-3) BioLegend, San Diego, CA, USA 
CD28 mouse anti-human, mAB, (L293) BD, San Jose, CA, USA 
CD28 mouse anti-human, mAB, (CD28.2) BD, San Jose, CA, USA 
CD54 mouse anti-human, mAB, (BBIG-I1) R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 
cIAP1 rabbit anti-human, mAB (D5G9) cell signaling, Beverly, MA, USA 
cIAP2 Rat anti-human mAB (16E-6-3) Enzo Life Science, Farmingdale, NY, USA 
CTLA-4 (CD152) goat anti-human, pAB  R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 
FAS-Ligand mouse anti-human, mAB (B-R17) abcam, Cambridge, UK 
HLA-G mouse anti-human, mAB (MEM-G/9) Exbio, Vestec u Prahy, Tschechien 
ICOS-Ligand (CD274) mouse anti-human, mAB (2D3) Acris, Herford, Deutschland 
IFNγ-R1 mouse anti-human, mAB (92101) R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 
IFNγ-R2 goat anti-human, pAB R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 
Survivin rabbit anti-human, pAB abcam, Cambridge, UK 
XIAP rabbit anti-human, pAB abcam, Cambridge, UK 
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Tabelle 2.2: Sekundärantikörper und direkt markierte Primärantikörper 
Antigen Spezies, (Klon) Markierung Bezugsquelle 
CD2 mouse anti-human, mAB, 
(S5.5) 
FITC Caltag, Burlingame, CA, USA 
CD3 mouse anti-human, mAB, 
(3B5) 
TRI Caltag, Burlingame, CA, USA 
CD11a mouse anti-human, mAB, 
(MEM-25) 
PE Caltag, Burlingame, CA, USA 
CD16 mouse anti-human, mAB, 
(GRM1) 
PE immunostep, Salamanca, Spanien 
CD18 mouse anti-human, mAB 
(CLB-LFA-1/1) 
FITC Caltag, Burlingame, CA, USA 
CD25 mouse anti-human, mAB, 
(CD25-3G10) 
FITC Caltag, Burlingame, CA, USA 
CD56 mouse anti-human, mAB 
(B-A19) 
FITC immunostep, Salamanca, Spanien 
CD58 mouse anti-human mAB  
(1C3) 
PE BD, San Jose, CA, USA 
CD69 mouse anti-human, mAB  
(L78) 
FITC BD, San Jose, CA, USA 
CD80 mouse anti-human, mAB 
(L307.4) 
PE BD, San Jose, CA, USA 
CD86 mouse anti-human, mAB 
(IT2.2) 
PE BD, San Jose, CA, USA 
IgG (H+L) donkey anti-goat FITC Jackson Immuno Research, Suffolk, 
UK 
IgG + IgM (H+L) goat anti-human FITC Jackson Immuno Research, Suffolk, 
UK 
IgG goat anti-mouse FITC R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 
IgG mouse anti-human PE SouthernBiotech, Birmingham, AL, 
USA 
IgG donkey anti-rabbit Cy3 Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK 










APC BD, San Jose, CA, USA 
Isotyp-Kontrolle 
IgG1 
mouse PE Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Isotyp-Kontrolle 
IgG1 
mouse FITC Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
2. MATERIAL UND METHODEN  35 
Isotyp-Kontrolle 
IgG2b 
mouse PE Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
IgG goat anti-mouse HRP Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA 
IgG goat anti-rabbit HRP Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA 
IgG rabbit anti-goat HRP Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA 




Tabelle 2.3: Zytokine 
Zytokin Bezugsquelle 
Interferon-γ (human) R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 
Interferon-γ (human) Biomol, Hamburg, Deutschland 
Interleukin-1a (human) Biomol, Hamburg, Deutschland 
Proleukin®S (Interleukin-2) Novartis, Basel, Schweiz 




Tabelle 2.4: Kits  
Kit Bezugsquelle 
RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis  Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland 
Gentra Purgene Qiagen, Hilden, Deutschland 
IFNγ ELISA-Kit Mabtech, Nacka Strand, Schweden 
Granzym B ELISA-Kit Mabtech, Nacka Strand, Schweden 
EndoFree Plasmid Maxi-Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
NeonTM Transfection System 100 µl Kit Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 




Zur Transfektion der in Tabelle 2.5 aufgeführten Säugerzellen mit siRNA wurde HiPerFect 
der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet. 
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2.1.5 Zelllinien 
 
Tabelle 2.5: Zelllinien und Zelllinien-spezifische Kultivierungsbedingungen 
Typ Beschreibung Kultivierungsbedingung Bezugsquelle 
CRL2061 ARMS RPMI/10% FBS ATCC*, Menasses, VA, USA 
RH30 ARMS RPMI/10% FBS DSMZ**, Braunschweig, 
Deutschland 
RH41 ARMS RPMI/10% FBS DSMZ, Braunschweig, 
Deutschland 
FLOH1 ARMS RPMI/10% FBS Olgahospital, Stuttgart, 
Deutschland 
RD6 ERMS DMEM/10% FBS ATCC, Menasses, VA, USA 
TE671 ERMS DMEM/10% FBS ATCC, Menasses, VA, USA 
MITC Thymusmyoid-Zelllinie RPMI/10% FBS Institut für Physiologie 
(Thymus), Le Plessis 
Robinson, Frankreich 
Hela Cervix-Karzinom-Zelllinie DMEM/10% FBS ATCC, Menasses, VA, USA 
293T Humane embryonale Nieren-
Zelllinie 
DMEM/10% FBS ATCC, Menasses, VA, USA 
HT29 Colonkarzinom-Zelllinie DMEM/10% FBS DSMZ, Braunschweig, 
Deutschland 
*
 ATCC – American Type Culture Collection 
**DSMZ – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen;  
 
2.1.6 Zellkulturmedien und –reagenzien 
 
Tabelle 2.6: Zellkulturmedien und -reagenzien 
Bezeichnung Bezugsquelle 
RPMI1640 PAA, Cölbe, Deutschland 
DMEM, high glucose (4,5 g/L), (+) sodium pyruvat PAA, Cölbe, Deutschland 
DMEM/Ham’s F12 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
MEM (mit Earle’s Salt) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
FBS PAA, Cölbe, Deutschland 
NEA (non essential amino acids) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
Penicillin / Streptomycin PAA, Cölbe, Deutschland 
Trypsin (0,5 mg/ml) EDTA (0,22 mg/ml) PAA, Cölbe, Deutschland 
PBS Eigenherstellung 
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2.1.7 Mikroorganismen 
Die Amplifikation von Plasmiden erfolgte unter Verwendung chemisch kompetenter 
Bakterien des Stammes DH5α (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).  
 
2.1.8 Plasmide 
Zur Generierung des in der Arbeit verwendeten fAChR-spezifischen „single chain“- 
Fragmentes wurde im Vorfeld ein humanes rekombinantes Fab-Fragment, Fab35, welches 
spezifisch für die γ-Untereinheit des fAChR war, via Phagen Display isoliert223. Die variablen 
Domänen vH und vL wurden mittels PCR zu einem scFv-Fragment zusammengefügt und 
„in frame“ an ein IgG-„hinge“-Fragment und eine humane CD3ζ-Kette angefügt. Der 
chimäre Rezeptor wurde in einen retroviralen SFG-Vektor umkloniert 226.  
Im Verlauf dieser Arbeit wurde das „single chain“-Fragment mittels PCR mit einer RcaI und 
einer BamHI Restriktionsschnittstelle versehen. Der „sense“-Primer codiert zusätzlich für 
eine spezifische Maus-„leader“-Sequenz, die dem Export des Rezeptors dient. Das „single 
chain“-Fragment wurde über die beschrieben Restriktionsschnittstellen in den 
BW431/26scFv−Fc−CD3ζ und den BW431/26scFv−Fc−CD28−CD3ζ-CAR kloniert 190. 
Beide Rezeptoren tragen die Information für eine humane IgG1-„hinge“-Domäne und eine 
humane CD3ζ-Kette, wobei das zweite Konstrukt zusätzlich eine CD28-
Transaktivierungsdomäne trägt. Zur retroviralen Expression des chimären Antigenrezeptors 
(CAR) in peripheren Blutlymphozyten (PBL) diente der pBULLET-Vektor 227. 
Das in der Arbeit verwendete CD54-Konstrukt (pcDNA3.1-Vektor, Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA) wurde uns freundlicherweise von Herrn PD Dr. Frank Momburg (Deutsches 
Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Deutschland) zur Verfügung gestellt. 
Die verschiedenen AChR-Untereinheiten stammen aus dem Labor von Prof. Dr. David 




Die im Folgenden aufgeführten Primer wurden zur Klonierung des „single chain“-Fragments 
eingesetzt. Die kursiv dargestellten Nukleotide entsprechen den verwendeten 
Restriktionsschnittstellen (Tabelle 2.7).  
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Tabelle 2.7: Klonierungsprimer für den chimären Antigenrezeptor 
Bezeichnung Sequenz 
leader + scFv35vLvH (forward Primer) 
(Anneling-Temperatur: 55 °C) 
5‘ TGA CAA TCA TGA ATT TTC AGG TGC AGA 
TTT TCA GCT TCC TGC TAA TCA GTG CCT 
TCA GTC ATA ATG TCT AGA GTG ATG ACC 
CAG TCT CAT CCT CCC 3‘ 
scFv35vHvL (reverse Primer) 
(Anneling-Temperatur: 55 °C) 
5‘ TAA TAG GAT CCG GAG AGA CGG TGA CCG 
TTG T 3‘ 
 
Alle weiteren im Rahmen der Arbeit verwendeten Primer wurden so konstruiert, dass die 
Anlagerung der Primer an die Zielsequenz (Primer-Annealing) bei 60 °C erfolgt. 
  
Tabelle 2.8 listet die verwendeten Sequenzierprimer auf. 
 
Tabelle 2.8: Sequenzierprimer 
Bezeichnung Sequenz 




CMV Promotor AGTGTATCATATGCCAAGTACG 
pBullet fwd TTACACAGTCCTGCTGACC 
pBullet rev ATGTGAAGGGCGTCGTAGG 
hIgG innen fwd CTGACAAAACTCACACATGC 
hIgG innen rev GGAAGAGGAAGACTGACGG 
CD3 innen rev CATCCCAATCTCACTGTAGG 
fwd - forward; rev – reverse 
 
Weitere Primer, die im Verlauf der Arbeit für PCR- und qRT-PCR-Analysen eingesetzt 
wurden, sind in Tabelle 2.9 aufgeführt.  
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Tabelle 2.9: PCR und qRT-PCR Primer 
Bezeichnung Sequenz fwd* Primer Sequenz rev* Primer 
AChRα AACACACACCACCGCTCAC CTCGATGGCACTTTTCACCT 
AChRγ CTGTGCAGGACACCCAGTC CGGGCCTTTCTCTAGCTTCT 
AChRα (Duplex-PCR) AAGCTACTGTGAGATCATCGT TGACGAAGTGGTAGGTGATGT 
AChRγ (Duplex-PCR) TACTTGCTGATGAGTGGCACC ATCTCAGTCACCTACTTCCCC 
AuroraB Kinase GCCCACCTGCACCATCCCAAC TCGTGGCTGTTCGCTGCTCG 
B7-1 (CD80) AGCAGTAGGTCAGGCAGCAT GACAACCAACCACAGCTTCA 
B7-2 (CD86) TGGAACCAACACAATGGAGA TTAAAAACACGCTGGCTTC 
B7H1 TGGTGGTGCCGACTACAAGCG TCGGCCTTGGGGTAGCCCTC 
B7H3 GTGGGGCTGTCTGTCTGTCT CTCAGCTCCTGCATTCTCCT 
Bax CCCCCGAGAGGTCTTTTTC CCGGAGGAAGTCCAATGTC 
Bcl-2 GAGGATTGTGGCCTTCTTTG GTGCCGGTTCAGGTACTCAG 
Bcl-xl GTAAACTGGGGTCGCATTGT TGCTGCATTGTTCCCATAGA 
Bid GCTTGGGAAGAATAGAGGCAGAT GATGCTACGGTCCATGCTGT 
Bim TCAACACAAACCCCAAGTCC GTCTCCAATACGCCGCAAC 
cFLIP GGCCGCGACAGGACGAACTC TGCAGTACAGCTCCGGGCCA 
cIAP1 CCAAGTGGTTTCCAAGGTGT GGTGGGTCAGCATTTTCTTC 
cIAP2 CCGTCAAGTTCAAGCCAGTT TGGTCTTCTCCAGGTTCAAAA 
FAS TGCACCCGGACCCAGAATACCA CTGGATCCTTCCTCTTTGCACTTGG 
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 
ICAM1 (CD54) AGGCCACCCCAGAGGACAAC CCCATTATGACTGCGGCTGCTA 
IFNGR1 JAK CTGACTGATTGATGGCAGGT AGAATTGCAGAGCTGGGAAG 
IFNGR1 STAT GGAGGTGGTCTGTGAAGAGC TCTTTACCGCTATCATCCACAA 
Mcl-1 CCAAGAAAGCTGCATCGAAC AGAACTCCACAAACCCATCC 
MHC-I GAGGCAAGAGTTGTTCCTGC CTCCCCACCTCCTCACATTA 
MHC-II TGTAAGGCACATGGAGGTGA ATAGGGCTGGAAAATGCTGA 
Noxa CACCCCATCGCCTCCTTTCT TCCTGAGCAGAAGAGTTTGGA 
Pax3-FKHR AGCTCACCGAGGCCCGAGT AACTGTGATCCAGGGCTGTC 
Puma GCGGAGACAAGAGGAGCA CCAGGGTGTCAGGAGGTG 
SMAC AGTAACCCTGTGTGCGGTTC GCTGCCATCTCTGAAAGACC 
SOCS1 TGGTAGCACACAACCAGGTG GAGGAGGAGGAAGAGGAGGA 
Survivin GTTGCGCTTTCCTTTCTGTC TCTCCGCAGTTTCCTCAAAT 
XIAP CGGATCTTTACTTTTGGGACA TTGCACCCTGGATACCATTT 
* fwd - forward; rev – reverse 
 
  
2. MATERIAL UND METHODEN  40 
2.1.10 siRNA 
Für die siRNA-Experimente wurde kommerziell erhältliche siRNA der Firma Qiagen (Hilden, 
Deutschland) gemäß den Herstellerangaben verwendet.  
 
Tabelle 2.10: siRNA der Firma Qiagen 
siRNA Target-Sequence Katalog Nr. 
B7H3 CTGAAACACTCTGACAGCAAA SI02779007 
BIRC5_5 (Survivin) AAGCATTCGTCCGGTTGCGCT SI00299453 
BIRC5_7 (Survivin) CTCGGCTGTTCCTGAGAAATA SI02652937 
AllStars negativ Kontroll-siRNA 
(scrambled) 
firmenseitig keine Angabe SI1027280 
AllStars negativ Kontroll-siRNA 
(AlexaFluor 488) 
firmenseitig keine Angabe SI1027284 
 
2.1.11 Molekulargewichtsmarker 
Als Molekulargewichtsmarker zur halbquantitativen Größenbestimmung von DNA-
Fragmenten diente der „1 kb Ladder“ der Firma Fermentas (St. Leon-Roth, Deutschland). 
Zur Proteingrößenbestimmung wurde der PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder der 
Firma Fermentas (St. Leon-Roth, Deutschland) eingesetzt. 
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2.1.12 Sonstige Reagenzien 
 
Tabelle 2.11: Sonstige Reagenzien  
Reagenz Bezugsquelle 
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Protease-Inhibitor Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland 
Proteinase K Roche, Basel, Schweiz 
Desoxyribonukleotide (dNTP) Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland 
DNaseI Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland 
RNase A Qiagen, Hilden, Deutschland 
SYBR Green Applied Biosystems; Foster City, CA, USA 
SYBR Green Takara Bio Inc.; Otsu, Japan 
DMSO Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Trizol® Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
Celecoxib BioVision, Mountain View, CA, USA 
p-Nitrophenylphosphat Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Ampicillin Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kanamycin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Valproinsäure Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
5-Aza-2’deoxycytidin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Super Signal West Dura Chemiluminescent Substrat Thermo Scientific; Waltham, MA, USA 
ECL Plus Substrat GE Healthcare, Little Chalfont, UK 
 
Das in der Arbeit verwendete SMAC Mimetic wurde uns freundlicherweise von Herrn Prof. 
Dr. Martin Leverkus (Universitätsmedizin, Mannheim, Deutschland) zur Verfügung gestellt. 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Kultivierung von Bakterien 
2.2.1.1 Nährmedien für E. coli 
 
LB-Medium:  25 g LB Broth  
  1 l ddH2O 
  pH Wert auf 7,2 einstellen  
 
LB-Medium + Agar:  LB Medium + 2% Agar 
 
SOC-Medium:  2 % Bacto Trypton 
  0,5 % Hefe-Extrakt 
  2,5 mM Kaliumchlorid 
  10 mM Magnesiumchlorid-Hexahydrat 
  10 mM Magnesiumsulfat-Heptahydrat 
  10 mM Natriumchlorid 
 
Zur Selektion wird dem Medium Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 µg/ml oder 
Kanamycin in einer Endkonzentration von 50 µg/ml zugesetzt. Als Stocklösung werden 
100 mg/ml Ampicillin in 50%-igem Ethanol gelöst, zu je 250 µl aliquotiert und bei -20 °C 
gelagert.  
 
2.2.1.2 Kultivierung von E. coli 
Die Anzucht der Bakterien erfolgt in LB-Medium. Flüssigkulturen werden mit einer Frequenz 
von 200-250 rpm im Rotationsschüttler bei 37 °C bis zur gewünschten Zelldichte kultiviert; 
Agarplatten bei 37 °C für 12-16 h. 
 
2.2.1.3 Kryokulturen von E. coli 
Zur Langzeitlagerung von Bakterien werden diese in einem 50%-igem Glycerin/Wasser 
Gemisch resuspendiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.  
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden  
2.2.2.1 DNA Amplifikation durch die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wird die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
verwendet. Die eingesetzte Enzymmenge richtet sich nach den Herstellerangaben. 
Nachfolgender Reaktionsansatz entspricht den verwendeten Mengen und Konzentrationen der 
einzelnen Komponenten bei Standardbedingungen: 
 
 Polymerase-Puffer (10x)  2,5 µl 
 dNTPs (Desoxyribonukleotide, 10 mM)     2 µl 
 Primer (10 pmol/µl) je 1,5 µl 
 Polymerase        x µl 
 DNA (~ 10-100 ng)    y µl 
 ddH2O ad  25 µl  
 
Standard-PCRs zur Überprüfung von DNA-Abschnitten wurde unter Verwendung einer 
Taq-Polymerase (Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland) durchgeführt. Bei der Klonierung 
des scFv35-Fragments wurde auf eine Pfu-Polymerase mit „Proof Reading“-Funktion 
(Roche, Basel, Schweiz) zurückgegriffen.  
 
Die Standard-Bedingungen für eine PCR-Reaktion sind im Folgenden aufgeführt:  
 
 95 °C 10 min 
 95 °C 30 sek 
 55 – 60 °C* 30 sek 
 72 °C**   1 min 
 72 °C 10 min 
 4 °C  ∞  
 
*
 die Primer-Annealing-Temperatur richtet sich hauptsächlich nach der Basenkomposition des 
Primers  
**
 die Elongationszeit und –temperatur richten sich nach der Größe des zu amplifizierenden 
DNA-Fragmentes und der verwendeten Polymerase 
 
35 x 
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Eine Anwendungsmöglichkeit der PCR stellt die Kolonie-PCR dar, die dem direkten 
Nachweis eines beliebigen DNA-Fragmentes in Mikroorgansimen dient. Dazu wird ein 
einziger Bakterienklon in einen Reaktionsansatz überführt und anschließend einer 
PCR-Reaktion ausgesetzt, sodass die zeitaufwendige Aufreinigung von Plasmid-DNA 
entfallen kann.    
    
2.2.2.2 Verdau von DNA mittels Restriktionsendonukleasen 
Die Protokolle zum Restriktionsverdau von doppelsträngiger DNA (dsDNA) richten sich nach 
den Herstellerangaben. Ein standardisierter Restriktionsansatz setzt sich wie folgt zusammen: 
 
 Restriktionspuffer (10 x) 2 µl 
 BSA (bovines Serumalbumin; 20 mg/ml) 1 µl* 
 DNA 5 µg 
 Restriktionsenzym x µl 
 ddH2O ad 20 µl 
 
* die Verwendung von BSA ist optional 
 
2.2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese 
Zur Herstellung von Agarosegelen werden, je nach erwarteten Fragmentgrößen, 0,7% bis 
1,5% Agarose in 0,5% TBE-Puffer durch Erhitzen gelöst. Ethidiumbromid in einer 
Konzentration von 1 µg/ml dient zur Detektion der DNA-Fragmente und wird vor dem gießen 
des Gels zur warmen Agaroselösung gegeben und durch schütteln gemischt. Das flüssige Gel 
wird in eine Gelkammer verfüllt und die Probentaschen mithilfe von Kämmen ausgespart. 
Nach dem Erstarren des Gels wird dieses in eine mit TBE-Puffer gefüllte Elektrophorese-
Station gelegt und mit Puffer bedeckt. Die zu analysierenden DNA-Proben werden mit 20% 
Gel-Ladepuffer versetzt und in die Taschen des Gels geladen; zur Größenanalyse wird ein 
DNA-Marker mitgeführt. Die Trennung der Proben erfolgt bei einer Spannung von 
120-130 V. 
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5 x TBE-Puffer:  54 g Tris-Base 
  27,5 g Borsäure 
  40 ml EDTA (0,5 M; pH 8,0) 
 ad 1 l H2O  
 
Gel-Ladepuffer:  2,5 mg Bromphenolblau 
  2,5 mg Xylencyanol 
  300 µl Glycerol 
 ad 1 l ddH2O 
 
2.2.2.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen 
Zur Isolierung von im Agarosegel aufgetrennter DNA werden die Fragmente unter UV-Licht 
aus dem Gel ausgeschnitten und in ein zu ⅔ mit silanisierter Glaswolle gefülltes 0,5 ml-
Reaktionsgefäß gegeben, das am unteren Ende durchstochen ist. Das Reaktionsgefäß wird in 
ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß gestellt und für 10 min bei 8000 g und RT zentrifugiert. Das 
0,5 ml-Reaktionsgefäß wird verworfen. Das Volumen der im 1,5 ml-Reaktionsgefäß 
vorhandenen Lösung wird bestimmt und die darin enthaltene DNA unter Zugabe von 
1/10 Volumen Natriumacetat (3 M, pH 4,8) und der 2,5-fachen Menge reinem Ethanol gefällt. 
Die DNA wird bei 20000 g für 20 min und 4 °C pelletiert und das Sediment in einem 
geeigneten Volumen ddH2O aufgenommen. 
 
2.2.2.5 Ligation 
Die Ligation eines DNA-Fragmentes (Insert) in einen Vektor wird laut Herstellerangaben 
durchgeführt. Idealerweise werden „Insert“ und Vektor in einem Molekülverhältnis von 1:5 
eingesetzt. Ein Ligationsansatz setzt sich dabei wie folgt zusammen: 
 
 T4 DNA-Ligase-Puffer (10x) 1 µl 
 T4 Ligase (100 U/ml) 1 µl 
 DNA-Fragment x µl 
 Vektor-DNA y µl 
 ddH2O ad 10µl 
2. MATERIAL UND METHODEN  46 
Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgt über Nacht, indem das Reaktionsgefäß am Rand 
einer mit Eis gefüllten Box befestigt wird, sodass durch das allmähliche schmelzen des Eises 
ein Temperaturgradient über einige Stunden erzeugt wird.  
 
2.2.2.6 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien 
Die Herstellung chemisch kompetenter Bakterien beruht auf der Verwendung von CaCl2 und 
orientiert sich an der Beschreibung von Hanahan228.  
Dazu wird eine Vorkultur, bestehend aus 3 ml LB-Medium mit 10 mM MgSO4 versetzt und 
mit 10 µl einer Glycerolkultur chemisch kompetenter Bakterien beimpft. Nach einer 
Inkubationszeit von 12-16 h bei 37 °C und 250 rpm werden 500 µl der Vorkultur zur 
Inokulation von 50 ml LB-Medium mit 10 mM MgSO4 verwendet. Die Kultivierung der 
Bakterien erfolgt bis zu einer OD600 von 0,3-0,5. Die Zellen werden bei 4000 g und 4 °C für 
5 min geerntet und in 14 ml Transferpuffer I resuspendiert. Nach einstündiger Inkubation auf 
Eis werden die Zellen unter den oben genannten Bedingungen erneut zentrifugiert und das 
Sediment vorsichtig in 2 ml Transferpuffer II aufgenommen. Die Zellsuspension wird zu je 
100 µl Aliquotes in flüssigem Stickstoff schockgefrostet und bei -80 °C gelagert. 
 
Transferpuffer I:  3 ml  Kaliumacetat (1 M) 
  10 ml Kaliumchlorid (1 M) 
  1 ml Calciumchlorid (1 M) 
  10 ml Glycerol 
Ad 80 ml mit ddH2O auffüllen, mit NaOH auf einen 
pH-Wert von 6,1 einstellen und autoklavieren. 
Anschließend Zugabe von  
  5 ml Magnesiumchlorid (1 M) 
  und auffüllen der Lösung auf 100 ml ddH2O 
 
Transferpuffer II:  1  ml  MOPS (3-N-Morpholinopropansulfonat, 
    0,2 M) 
  0,2 ml Kaliumchlorid (1 M) 
  1,5 ml Calciumchlorid (1 M) 
  2,4 ml Glycerol 
 ad 20 ml ddH2O 
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2.2.2.7 Bakterientransformation 
Zur Transformation chemisch kompetenter Bakterien werden diese auf Eis aufgetaut und mit 
der zur transformierenden DNA (Plasmide 1 ng; Ligationsansätze 1-5 µl) für 10-30 min 
inkubiert. Im Anschluss erfolgt ein Hitzeschock bei 42 °C für 45 sek. Die unmittelbare 
Lagerung (2 min) auf Eis erhöht die Transformationseffizienz. Die Bakteriensuspension wird 
mit 400 µl vorgewärmtem SOC-Medium versetzt und bei 37 °C für eine Stunde in einem 
Thermoschüttler geschüttelt. Zur Selektion der gewünschten Bakterienklone werden 
LB-Platten mit dem entsprechenden Selektionsmedium versehen und für 12-16 h bei 37 °C 
inkubiert.  
Die Kompetenz von Bakterien kann über folgende Formel bestimmt werden: 
 






Anzahl der Kolonien 
DNA-Menge (pg) µg Volumen ausplattiert (µl) µg Plasmid DNA 
 
2.2.2.8 Plasmidisolierung aus Bakterien 
Die Isolierung von Plasmiden aus Bakterien erfolgt über die Alkalische Lyse nach einer 
Methode von Birnboim und Doly229. Aufreinigungen im Maßstab von 100 ml werden unter 
Verwendung des EndoFree Plasmid-Maxi-Kit der Firma Qiagen laut Herstellerangaben 
durchgeführt. 
Zur Klonierungskontrolle genügen kleinere Aufreinigungen im Maßstab von 5 ml. Dazu wird 
pro Klon eine Flüssigkultur mit dem entsprechenden Selektionsmedium über Nacht bei 37 °C 
und 250 rpm inkubiert. Die Bakterien werden am Folgetag bei 12000 g für 2 min 
abzentrifugiert und in 100 µl GTE-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 20 µl NaOH/SDS 
folgt eine 5-minütige Inkubation auf Eis. Der Suspension werden 100 µl Kaliumacetat 
(pH 4,8) zugefügt und diese erneut für 5 min auf Eis inkubiert. Proteine und Zellmembranen 
ebenso wie genomische DNA werden bei 13000 g für 3 min bei RT pelletiert und der 
Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die Plasmid-DNA wird mit 800 µl 
95%-igem Ethanol gefällt, für 2 min bei RT inkubiert und bei 12000 für 1 min abzentrifugiert. 
Die pelletierte DNA wird anschließend für 5 min bei RT getrocknet und in 20 µl H2O gelöst. 
 
GTE-Puffer:  50 mM Glukose 
  25 mM Tris-HCl 
  10 mM EDTA 
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NaOH/SDS:  200 mM Natriumhydroxid 
  1 % SDS (Natriumdodecylsulfat) 
 
Kalimuacetat-Lösung:  5 M 
  Die Lösung wird auf einen pH-Wert von 4,8 eingestellt 
 
2.2.2.9 Bestimmung der Konzentration und des Reinheitsgrades von 
Nukleinsäuren 
Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgt photometrisch über die Optische 
Dichte (OD) der Nukleinsäurelösung bei 260 nm mithilfe eines Spektrometers. 
Berechnungsgrundlage bildet das Lambert-Beer‘sche Gesetz: 
 
c (µg/ml) = OD260 x V x F  V: Verdünnungsfaktor 
 F: Multiplikationsfaktor -  50 ds DNA 
  40 ds RNA 
 
Zur Bestimmung des Reinheitsgrades einer Nukleinsäurelösung dient der Quotient der 
gemessenen Absorptionen bei 260 und 280 nm. Durch die Absorption aromatischer 
Aminosäuren bei einer Wellenlänge von 280 nm spiegelt die gemessene Absorption den 
Proteinanteil der Lösung wider. Man geht von einer weitgehend proteinfreien Plasmid-DNA-
Lösung aus, wenn der gebildete Quotient Werte zwischen 1,8 und 2,0 annimmt.  
 
2.2.2.10 Sequenzierung 
Die Sequenzierreaktion (Cycle Sequencing) beruht auf einer Modifikation des 
Kettenabbruchverfahrens von Sanger230 und verwendet fluoreszenzmarkierte 
Didesoxynukleotide. Der Reaktionsansatz einer Sequenzierreaktion setzt sich dabei wie folgt 
zusammen: 
 
 DNA (100 – 300 ng)   x   µl 
 Primer (10 pmol/µl) 0,5  µl  
 BigDye® 0,5  µl 
 BigDye®-Puffer   2  µl 
 ddH2O ad 10  µl 
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Die Sequenzierreaktion zur Amplifikation des „Template“-Stranges wird unter folgenden 
Bedingungen durchgeführt: 
 
 96 °C 1  min 
 96 °C 30 sek 
 50 °C 15 sek 90 x 
 60 °C 4 min 
 4 °C ∞  
 
Der Reaktionsansatz wird anschließend mit 90 µl H2O versetzt und unter Zugabe von 
1/10 Volumen Natriumacetat (3 M; pH 4,8) und der 2,5-fachen Menge reinem Ethanol bei 
16000 g für 15 min und RT gefällt. Nach einem Waschschritt mit 70%-igem Ethanol wird die 
pelletierte DNA getrocknet und in 15 µl HiDi (highly deionized)-Formamid aufgenommen. 
Die Sequenzanalyse erfolgt mit einem ABI 3130 Genetic Analyzer der Firma Applied 
Biosystems (Foster City, CA, USA). 
 
2.2.3 Kultivierung von Säugerzellen 
2.2.3.1 Allgemeine Prinzipien 
Die im Verlauf der Arbeit verwendeten Zelllinien werden bei 37 °C und 5% CO2 bis zu einer 
Konfluenz von ca. 90% kultiviert. Bei adhärenten Zelllinien erfolgt mit Erreichen der 
Konfluenz die der jeweiligen Zelllinie angemessene Passagierung (i.d.R. 1:4 bis 1:10). Dazu 
wird das Medium abgenommen, die Zellen werden mit PBS gewaschen und durch Zugabe 
von Trypsin enzymatisch von der Oberfläche gelöst. Die Reaktion wird durch die Zugabe von 
FBS-haltigem Medium gestoppt.  
Die verwendeten Suspensionskulturzellen werden zur Passagierung in ein Reaktionsgefäß 
überführt und bei 1000 g für 5 min abzentrifugiert. Das verbrauchte Medium wird 
abgenommen, die Zellen in frischem Medium verdünnt und entsprechend weiter kultiviert.  
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PBS-Puffer (10x):  80 g Natriumchlorid 
  2 g Kaliumchlorid 
  14,2 g Dinatriumhydrogenphosphat – Dihydrat 
  2,04 g Kaliumdihydrogenphosphat 
 ad 1 l ddH2O 
 
2.2.3.2 Zellen einfrieren 
Zum Einfrieren von Zellen werden lediglich solche Kulturen verwendet, die sich in der 
exponentiellen Wachstumsphase befinden. Adhärente Zellen werden trypsiniert in frisches 
Medium aufgenommen, gezählt und auf eine Zelldichte von 1x106 bis 1x107 Zellen/ml 
eingestellt. Suspensionskulturzellen werden gezählt, abzentrifugiert und mit frischem Medium 
auf oben genannte Zelldichte eingestellt. Als Einfriermedium dient ein Gemisch aus 30% 
Kulturmedium, 50% FBS und 20% DMSO, welches 1:2 mit der Zellsupension vermischt und 
in 2 ml-Kryoröhrchen aliquotiert wird. Die Zellen werden in einer Einfrierbox für max. 24 h 
bei -80 °C eingefroren. Die Langzeitlagerung erfolgt in einem Stickstofftank bei -150 °C. 
 
2.2.3.3 Isolierung von humanen peripheren Blutlymphozyten (PBLs) 
Die zur Erzeugung chimärer T-Zellen nötigen Lymphozyten werden aus dem Blut gesunder 
Spender bzw. aus „Buffy Coats“ (der hiesigen Blutbank) isoliert. Die entsprechenden 
Genehmigungen der zuständigen Ethikkommission liegen ebenso vor, wie eine 
unterschriebene Einverständniserklärung der Patienten bzw. der jeweiligen 
Erziehungsberechtigten.   
Zur Isolierung der Lymphozyten werden 50 ml heparinisiertes Vollblut 1:2 mit PBS verdünnt. 
In einem 50 ml-Reaktionsgefäß werden 20 ml einer Polysucrose-Lösung (BIOCOLL, 
1,077 g/ml; Biochrom AG) vorgelegt und mit 30 ml des verdünnten Vollbluts überschichtet. 
Zur Ausbildung des Dichtegradienten wird das Blut für 30 min bei RT und 1800 g ohne 
Bremse zentrifugiert. Das Serum im oberen Abschnitt des Gradienten wird verworfen und die 
als weißlicher Ring sichtbaren Lymphozyten unmittelbar über der Sucrose-Lösung werden 
mithilfe einer Pasteurpipette in ein 15 ml Falkonröhrchen überführt (Abbildung 2.1). Die 
restliche Sucrose-Lösung inklusive der Erythrozyten wird ebenfalls verworfen. Zur möglichst 
reinen Isolierung der Lymphozyten werden diese zweimal mit PBS gewaschen; der erste 
Waschschritt erfolgt bei 400 g für 20 min, der zweite Waschschritt bei 600 g für 10 min. 
 






Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Auftrennung 




2.2.3.4 Kultivierung von humanen T-Zellen 
Zur selektiven Vermehrung von T-Zellen werden die frisch isolierten Lymphozyten (siehe 
Abschnitt 2.2.3.3) mit 50 ng/ml anti-CD3 (OKT-3) und 1 µg/ml anti-CD28-Antikörpern 
stimuliert und in RPMI mit 10% FBS und 1% Pen/Strep kultiviert. Zur Aufrechterhaltung und 
Vermehrung der primären T-Lymphozyten erfolgt alle 2-3 Tage ein Mediumwechsel unter 
Zugabe von 800 U/ml IL-2.  
 
2.2.3.5 Kultivierung von humanen Zytokin-induzierten Killerzellen (CIKs) 
Zur Expansion von Zytokin-induzierten Killerzellen (cytokine induced killer cells, CIK) 
werden die frisch isolierten Lymphozyten (siehe Abschnitt 2.2.3.3) in RPMI mit 10% FBS 
unter Zugabe von 1000 U/ml IFNγ an Tag 0 und 50 ng/ml anti-CD3 (OKT-3), 100 U/ml 
IL-1α sowie 400 U/ml IL-2 an Tag 1 kultiviert 231. Im Folgenden wird alle 2-3 Tage ein 
Mediumwechsel unter Zugabe von 400 U/ml IL-2 durchgeführt. 
 
2.2.4 Transfektion von Säugerzelllinien 
Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von Fremd-DNA oder -RNA in 
Säugerzelllinien. Es wird unterschieden zwischen einer zeitlich begrenzten (transienten) 
Transfektion und einer stabilen Transfektion, bei der die Fremd-DNA in das Wirtsgenom 
integriert wird. 
 
2.2.4.1 Calciumphosphatpräzipitation 232-234 
Am Tag vor der Transfektion wird die zu transfizierende Zelllinie ausgesät, sodass sich die 
Zellen am Folgetag in der exponentiellen Wachstumsphase befinden und zu 50-70% 
konfluent sind. Am nächsten Tag wird das Medium 30 min bis 2 h vor der Transfektion durch 
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Chloroquin (25 µM) versetztes Medium ersetzt. Chloroquin bewirkt eine Inhibierung der 
lysosomalen DNase-Aktivität und erhöht damit die Effektivität der Transfektion. Die Menge 
der eingesetzten DNA ist abhängig von der Größe des verwendeten Zellkulturgefäßes und in 
Tabelle 2.12 aufgelistet. 
 
Tabelle 2.12: Angaben der für die CaPO4 Transfektion benötigten DNA - und Lösungsmittelmengen  
Format Kulturmedium (ml) 1x HEBS (µl) 2,5 M CaCl2 (µl) DNA (µg) 
12-well 1 36 2,1 2,1 
6-well 2 86 5,1 5,1 
10 cm 8 500 30 30 
 
DNA und CaCl2 werden vermischt und tropfenweise unter permanenter Lufteinleitung zu der 
entsprechenden Menge 1x HEBS gegeben. Infolge der eingeleiteten Luft wird eine 
Vergrößerung der Flüssigkeitsoberfläche erreicht, woraus eine feinere Verteilung des 
CaPO4-Präzipitates resultiert. Zur vollständigen Ausbildung des Präzipitates wird das 
Gemisch für 20-30 min bei RT inkubiert und anschließend tropfenweise zu den Zellen 
gegeben. Nach 4-6 Stunden (bei Calcium-toleranten Zelllinien auch über Nacht) wird das 
CaPO4-enthaltende Medium durch frisches Medium ersetzt. Bei einer transienten Expression 
ist das Expressionsmaximum nach 48 bis 72 h zu erwarten. 
 
1x HEBS:  5 g HEPES 
  8 g Natriumchlorid 
  1 g Dextrose 
  0,37 g Kaliumchlorid 
  0,188 g Dinatriumhydrogenphosphat 
 ad 500 ml  ddH2O  
  pH Wert exakt auf 7,2 einstellen 
 
2,5 M CaCl2  27,75 g wasserfreies Calciumchlorid 
 oder 36,75 g Calciumchlorid Dihydrat   
 ad 100 ml ddH2O     
 
2.2.4.2 Chemische Transfektionsmethoden 
Zur Transfektion von Säugerzellen mit siRNA werden in der vorliegenden Arbeit chemische 
Transfektionsreagenzien (HiPerFect) verwendet. Die Transfektionen werden in 6-well Platten 
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laut Herstellerprotokoll (reversen Transfektionsprotokoll, Qiagen, Hilden Deutschland) 
durchgeführt. Dabei werden die Zellen trypsiniert, in frisches Medium aufgenommen und die 
Zellzahl bestimmt. Zur Transfektion werden 2x105 Zellen/well in einer 6-well Platte in einem 
Endvolumen von 2,4 ml eingesetzt. Die siRNA wird, wie in Tabelle 2.13 aufgeführt, 
vorbereitet und für 10 min bei RT inkubiert. 
 
Tabelle 2.13: Zusammensetzung eines siRNA Transfektionsansatzes 
Komponente Volumen 
siRNA 2,4 µl 
Medium (Ø FBS) 85,4 µl 
HiPerFect 12 µl 
 
Zur Transfektion werden 100 µl des siRNA-Mix zu den Zellen gegeben und durch 
Bewegungen der Platte ähnlich einer liegenden acht (∞) vermischt. Nach 6 Stunden wird das 
Transfektionsmedium durch frisches Medium ersetzt und die Zellen für 24, 48, 72 und 96 h 
inkubiert.  
 
2.2.4.3 Elektroporation von Säugerzelllinien 235-237 
Zur Transfektion von RMS-Zelllinien mit Plasmid-DNA hat sich die Elektroporation als die 
geeignete Methode herausgestellt. Die Elektroporation der Zellen erfolgt mit dem NEONTM-
Transfektions-System der Firma Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). 
Die zur Transfektion verwendeten Zellen sollten sich zum Zeitpunkt der Transfektion in der 
exponentiellen Wachstumsphase befinden und eine Konfluenz von 70-90% aufweisen. 
Tabelle 2.14 stellt die verwendeten Zellzahlen und die eingesetzte DNA in Abhängigkeit von 
der Größe des Kulturgefäßes dar. Die Zellen werden gezählt, einmal in PBS gewaschen und 
in der entsprechenden Menge Puffer R aufgenommen. 
 
Tabelle 2.14: Angaben der DNA- und Lösungsmittelmengen zur Transfektion von Säugerzellen mittels 
Elektroporation 






12-well 1 20 2 - 4x105 1,5 
6-well 2 40 0,5 - 1x105 3 
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Zur Elektroporation werden die Zellen mit der zu transfizierenden DNA vermischt und mittels 
einer speziellen Elektroporationspipette, die gleichzeitig die Elektrode beinhaltet, in ein mit 
3 ml elektrolytischen Puffer E gefülltes Elektroporationsgefäß eingesetzt. Die Elektroporation 
von RMS-Zellen erfolgt bei einer Spannung von 1000 V mit einer Impulsdauer von 30 ms 
und einer Gesamtanzahl von zwei Impulsen. 
 
2.2.5 Transduktion von Säugerzellen 
Bei der Transduktion von humanen Zellen und Zelllinien werden Retroviren verwendet, 
wodurch die entsprechenden Arbeiten in einem S2-Labor durchzuführen sind.  
Zur Produktion der Viren dienen die leicht zu transfizierenden 293T-HEK-Zellen 
(Verpackungszelllinie), die zusätzlich ein „large T-Antigen“ exprimieren. Am Tag vor der 
Transduktion wird die Verpackungszelllinie mittels Calciumphosphatpräzipitation mit dem 
gewünschten retroviralen Vektorkonstrukt und den beiden Verpackungsplasmiden pHIT60 
und pCOLT-GALV kotransfiziert. pHIT trägt die Information für die retroviralen internen 
Strukturproteine (gag), die reverse Transkriptase und Integrase (pol), während pCOLT für die 
viralen Hüllproteine (env) codiert. Die verwendeten Vektoren tragen zusätzlich einen 
SV40-ORI (origin of replication), der in Kombination mit dem „large T-Antigen“ der 293T-
Zellen eine Amplifikation der Vektoren in Säugerzellen bewirkt und die Virusproduktion 
steigert238. 
Durch die Phi-Sequenz des retroviralen Vektorkonstrukts (Abbildung 6.1) wird die replizierte 
RNA (als virales Genom) verpackt und in den Überstand sezerniert. Da die 
Verpackungsplasmide aufgrund fehlender Phi-Sequenzen nicht mit verpackt werden, ist eine 
Vermehrung der Viruspartikel in den Zielzellen nicht mehr möglich und die Virusproduktion 
bleibt auf die 293T-Zellen begrenzt. 
Nach 6-12 h werden die Zellen einmal mit frischem Medium gewaschen und in dem Medium, 
welches für die Zielzellen verwendet wird, weiter kultiviert. Der Virusüberstand kann 24 h 
und 48 h nach Transfektion mit den Virusplasmiden abgenommen werden.  
 
2.2.5.1 Transduktion von humanen peripheren Blutlymphozyten (PBL) 
Humane Blutlymphozyten werden möglichst 48 h nach Stimulation (Abschnitte 2.2.3.3 und 
2.2.3.4) zur Transduktion verwendet. Die PBLs werden dazu in einer Dichte von 1x106 
Zellen/well (6-well Platte) für 24-48 h mit den virusproduzierenden 293T-Zellen kokultiviert. 
Anschließend werden die Suspensionszellen von der 293T-Zellschicht abgespült und in 
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Suspensionskulturflaschen weiter kultiviert. Eine Expressionsanalyse sollte frühestens 48 h 
nach der Transduktion erfolgen, um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden. 
 
2.2.5.2 Transduktion von adhärenten Zellen  
Werden dagegen adhärente Zellen transduziert, wird der Virusüberstand von der 
Verpackungzelllinie durch einen 0,4 µM Filter von abgelösten virusproduzierenden Zellen 
gereinigt und auf die entsprechenden Zielzellen gegeben. Zur Verbesserung der 
Transduktionseffizienz werden 5 µg/ml Polybren (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
zugesetzt. Die Zellen werden über 24 h mit dem Virusüberstand inkubiert und der Vorgang 
am Folgetag wiederholt. Ähnlich wie bei den PBLs sollte eine Expressionsanalyse frühestens 
48 h nach der Transduktion erfolgen. 
 
2.2.6 Zytotoxizitätstest 
Zum Nachweis spezifischer Zelltoxizität kommt ein Thiazolium-Salz zum Einsatz. Der 
MTT-Test (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) dient der Detektion lebender Zellen über 
deren Reduktion des gelblichen Thiazolium-Salzes (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid; MTT) zu einem violetten wasserunlöslichen Formazan durch die 
Reduktionsäquivalente NADH und NADPH.  
 
2.2.6.1 Kokultivierung von chimären T-Zellen mit Tumorzellen 
RMS- und Kontrollzellen werden in 96-well Rundbodenplatten in einer Konzentration von 
1x104 Zellen/well ausgesät (Endvolumen pro well 100 µl) und für 4 h bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend erfolgt die Verteilung der Effektorzellen in verschiedenen 
Effektor:Targetzellverhältnissen. Dazu werden die rezeptortragenden und nicht modifizierte 
T-Zellen gezählt und eine Verdünnungsreihe ausgehend von 5x104 Zellen/well hergestellt. 
Zur Kokultivierung werden die Lymphozyten in der jeweiligen Verdünnung vorsichtig auf die 
Tumorzellen pipettiert, um diese nicht abzuschwemmen. Als Negativkontrolle dienen die 
jeweiligen Tumorzellen ohne Effektorzellen bzw. die Effektorzellen in den zur 
Kokultivierung korrespondierenden Zelldichten. Jede Kombination wird als Triplikat 
angesetzt. Abbildung 2.2 zeigt exemplarisch einen im Verlauf der Arbeit verwendeten Aufbau 
eines Zytotoxizitätstests mit chimären T-Zellen. Nach 48 h werden 150 µl Überstand 
abgenommen und für weitere Analysen bei -20 °C aufbewahrt. Für den MTT Test wird den 
Zellen 50 µl frisches Medium zugegeben, mit 20 µl MTT (5 mg/ml) versetzt und 4 h bei 37 
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°C inkubiert. Der wässrige Überstand wird im Anschluss abgenommen und die 
Formazan-Kristalle in 200 µl DMSO gelöst. Die Reduktion des MTT durch vitale Zellen wird 
kolorimetrisch bei 560 nm und einer Referenzwellenlänge von 670 nm in einem 
Mikrotiterplatten-Lesegerät bestimmt. 
Die Viabilität der Zellen wird über die Mittelwerte von Tumor- und Effektorzellen nach 
Kokultivierung, ebenso wie über die Mittelwerte von Tumorzellen bzw. Effektorzellen alleine 
bestimmt. Der Hintergrund berechnet sich aus dem Mittelwert dreier mit Medium gefüllter 
wells.  
 
Viabilität  = 
(OD (Cocultiverung Effektor : Target-Zellen - korrespondierende Anzahl der Effektorzellen)) 
(OD (Tumorzellen - Medium)) 
 
Das Überleben von Tumorzellen nach Kokultivierung mit nicht rezeptortragenden T-Zellen 
(MOCK) entspricht 100% (Zytotoxizität nicht rezeptortragender T-Zellen: 0%).  
 
Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau eines Zytoxizitätstestes von chimären T-Zellen und Tumorzellen 
 
2.2.6.2 Testung toxischer Substanzen 
Die Testung toxischer Substanzen verläuft unter ähnlichen Bedingungen wie im 
Abschnitt 2.2.6.1 beschrieben. In 96-well Platten wird eine festgelegte Zellzahl 
(1x104 Zellen/ml) ausgesät und für 4 h bei 37 °C inkubiert. Das Medium wird entfernt, die 
Zellen einmal vorsichtig mit PBS gewaschen und mit 1% FBS-haltigem Medium über Nacht 
bei 37 °C kultiviert. Am nächsten Tag erfolgt die Zugabe der zu testenden Substanz in der 
gewünschten Konzentration oder einer Verdünnungsreihe. Als Negativkontrolle dienen nicht 
behandelte Zellen. Die Bestimmung des Hintergrundes erfolgt durch eine Mediumkontrolle. 
Tabelle 2.15 gibt einen Überblick über die Konzentrationen der getesteten Substanzen. 
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Tabelle 2.15: Substanzkonzentrationen 






2.2.7 ELISA (enzyme linked immunosorbant assay) 
Die Stimulation der PBLs nach Kokultivierung mit den Tumorzellen wird über die 
Sezernierung von IFNγ und Granzym B bestimmt. Beide Nachweise erfolgen immunologisch 
auf Grundlage eines ELISA der Firma Mabtech und werden laut Herstellerangaben 
durchgeführt. Als Detektionsreagenz dient in ELISA-Entwickler gelöstes 
pNitro-Phenyl-Phosphat (1mg/ml). Die Auswertung des ELISAs erfolgt bei einer OD von 
405 nm mit einem Mikrotiterplatten Lesegerät. 
 
ELISA-Entwickler: 0,5 mM Magnesiumchlorid  
 10 % Diethanolamin 
 pH 9,8  
 
2.2.8 Durchflusszytometrische Analysen 
Die Bestimmung der Konzentration Zelltyp-spezifischer Oberflächenproteine und die 
Quantifizierung apoptotischer Zellen erfolgen unter Verwendung eines Durchflusszytometers 
der Firma Becton Dickinson.  
 
2.2.8.1 Färbungen von Oberflächenmolekülen 
Pro Färbung werden 1x105 Zellen eingesetzt. Die Färbung der Zellen erfolgt in einer 96-well 
Platte. Um Kreuzreaktionen mit Medium- oder FBS-Rückständen zu verhindern, werden die 
Zellen vor der Färbung zweimal in PBS gewaschen. Die Inkubation mit dem Primärantikörper 
erfolgt für eine Stunde auf Eis. Die Zellen werden zur Entfernung nicht gebundenen 
Primärantikörpers dreimal mit PBS gewaschen und anschließend für 15 min mit 
Farbstoff-gekoppelten Sekundärantikörper, ebenfalls auf Eis, inkubiert. Vor der Analyse wird 
nicht gebundener Sekundärantikörper durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt und die 
Zellen in 200 µl PBS aufgenommen. 
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Bei der Verwendung von direkt gekoppelten Antikörpern entspricht die Inkubationsdauer 
derjenigen des Sekundärantikörpers. 
 
2.2.8.2 Annexin V/Propidiumiodid-Färbung86 
Zur Unterscheidung apoptotischer und nekrotischer Zellen werden 2x105 Zellen zweimal in 
kaltem PBS gewaschen und anschließend in 50 µl kaltem Annexin V-Bindepuffer 
aufgenommen (BioLegend, San Diego, CA, USA). Nach Zugabe von 5 µl Fluorescein-
gekoppeltem Annexin V (BioLegend) und 10 µl Propidiumiodid (1 mg/ml; Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) werden die Zellen für 15 min bei RT inkubiert und anschließend mit 
weiteren 200 µl Annexin V-Bindepuffer versetzt. Die durchflusszytometrische Analyse sollte 
innerhalb einer halben Stunde erfolgen. 
   
2.2.9 Proteinbiochemische Methoden 
Um Proteindegradation zu vermeiden, werden Proteinlösungen möglichst auf Eis aufgetaut 
und weiterverarbeitet. 
 
2.2.9.1 Proteinextraktion aus Säugerzellen 
Zur Proteinextraktion werden Säugerzellen in 6-well Platten ausgesät und für die Dauer der 
Behandlung oder bis zu einer Konfluenz von ~90% inkubiert. Die Zellen werden trypsiniert, 
in frisches Medium aufgenommen und anschließend bei 1000 g für 5 min geerntet. Zur 
Entfernung aller FBS-Reste werden die Zellen dreimal in PBS gewaschen und anschließend 
in 200 µl DISC-Lysepuffer resuspendiert. Die Zelllyse erfolgt über einen Zeitraum von 
30 min auf Eis. Membranen und genomische DNA werden bei 16000 g für 20 min pelletiert 
und der proteinhaltige Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die Lagerung der 
Proteine erfolgt bei -80 °C.  
 
DISC-Lysepuffer 30 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
 120 mM Natriumchlorid 
 10  % Glycerol 
 1 % Trition X-100  
 
Der DISC-Lysepuffer wird bei 4 °C gelagert. Protease- und Phosphataseinhibitor werden kurz 
vor Verwendung des Lysepuffers laut den Herstellerangaben frisch zugegeben.  
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2.2.9.2 Proteinkonzentrationsbestimmung 
In vorliegender Arbeit wird eine Färbung nach Bradford239 zur Abschätzung der 
Proteinkonzentration einer Lösung eingesetzt. Als Farbstoff dient der Coomassie Plus 
(Bradford) Protein-Assay der Firma Thermo Scientific (Waltham, MA, USA). Der Assay 
wird laut Herstellerangaben durchgeführt und die Proteinkonzentration mit einem 
Spektrometer bei 560 nm bestimmt. 
 
2.2.9.3 SDS Polyacrylamid-Gelelektorphorese 
Die Auftrennung der Proteine erfolgt nach der Größe über eine diskontinuierliche SDS 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Methode nach Laemmli240 verwendet zwei 
Tris-Glycin-Puffersysteme bestehend aus einem weitmaschigen Sammelgel (pH 6,8), welches 
der Vortrennung und Aufkonzentrierung der Proteine dient, während die eigentliche Trennung 
in einem engporigeren Trenngel (pH 8,8) vonstattengeht. Je nach Größe des zu 
analysierenden Proteins werden 10- bis 15%-ige Trenngele verwendet. Tabelle 2.16 listet die 
Pufferkomponenten für verschiedene Konzentrationen des Trenngels auf. Das angegebene 
Volumen ist ausreichend für zwei Mini-Gele. 
 
Tabelle 2.16: Pufferzusammensetzung bei verschieden konzentrierten Trenngelen 
Pufferkomponente 8% (50-200 kDa) 10% (30-120 kDa) 12% (15-100 kDa) 15% (10-60 kDa) 
Acrylamid (30%) 2,7 ml 3,3 ml 4 ml 5 ml 
Tris pH 8,8 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 
H2O 4,6 ml 4 ml 3,3 ml 2,3 ml 
SDS 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 
APS 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 
TEMED 7 µl 7 µl 7 µl 7 µl 
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Tabelle 2.17: Zusammensetzung des Sammelgels 
Pufferkomponente Volumen 
Acrylamid 650 µl 
Tris-Cl, pH 6,8 1,25 ml 
H2O 3 ml 
SDS 50 µl 
APS 50 µl 
TEMED 10 µl 
 
Pro Analyse werden 20-30 µg Protein eingesetzt, mit 20% Probenpuffer versetzt und bei 
95 °C für 5 min gekocht. Die Gelelektrophorese erfolgt bei einer Spannung von 80-100 V. 
 
Laemmli-Probenpuffer:  125 mM Tris 
   20 % Glycerin 
  4 % Natriumdodecylsulfat 
  10 % β-Mercaptoethanol 
  0,004 % Bromphenolblau 
 
Elektophorese Puffer (10x):  250 mM Tris  
  1,92 M Glycin 
  1 % Sodiumdodecylsufat 
 
2.2.9.4 Western Blotting und immunologischer Proteinnachweis 
Zur immunologischen Detektion von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen werden diese 
aus dem Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran unter Einfluss eines elektrischen Feldes 
übertragen. Die PVDF-Membran wird zunächst für 30 sek in Methanol äquilibriert und 
anschließend für 2 min in destilliertem Wasser gespült. Alle Komponenten des Tank-Blots, 
inklusive des Polyacrylamid-Gels und der Membran, werden vor dem zusammensetzen für 
5-10 min in Transferpuffer inkubiert. Die Komponenten des Blots werden in einer 
aufklappbaren Gitterkassette von der Kathode zur Anode hin folgendermaßen angeordnet: 
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Abbildung 2.3: Aufbau einer Western Blot Apparatur. 
 
Der Proteintransfer vom Polyacrylamid-Gel zur PVDF-Membran erfolgt bei einer 
Stromstärke von 60 mA pro Mini-Gel für drei Stunden bei RT oder über Nacht bei 4 °C.  
 
Transferpuffer:  150 mM Glycin 
  20 mM Tris  
  20 % Methanol 
 
Die Zielproteine auf der PVDF-Membran können im Folgenden immunologisch detektiert 
werden. Zur Blockierung unspezifischer Antikörper-Bindestellen wird die Membran nach 
dem Blotten für 30 min in 5% Magermilchpulver oder alternativ in 3% BSA geschwenkt. Der 
Primärantikörper wird in einer 1 %-igen Magermilchlösung, ersatzweise in einer 0,5%-igen 
BSA-Lösung, laut Herstellerangaben verdünnt und für 2 h bei RT oder über Nacht bei 4 °C 
auf der Membran belassen. Nicht gebundener Antikörper wird durch drei Waschschritte mit 
TBS(T) für je 10 min von der Membran entfernt. HRP-gekoppelte Sekundärantikörper dienen 
zur Detektion des Zielproteins und werden für 1 h mit der Membran inkubiert. Die 
Verdünnung richtet sich nach den Herstellerangaben und erfolgt wiederum in 1%-iger 
Magermilch- bzw. 0,5%-iger BSA-Lösung. Überschüssiger Sekundärantikörper wird über 
drei Waschschritte mit TBS(T) für je 10 min entfernt und die Membran im Anschluss für 
2 min in PBS geschwenkt.  
 
TBS(T):  10 mM Tris (pH 8,0) 
  150 mM Natriumchlorid 




2. MATERIAL UND METHODEN  62 
PBS-Puffer (10x):  80 g Natriumchlorid 
  2 g Kaliumchlorid 
  14,2 g Dinatriumhydrogenphosphat – Dihydrat 
  2,04 g Kaliumdihydrogenphosphat 
 ad 1 l ddH2O 
 
Die Visualisierung des HRP-gekoppelten Sekundärantikörpers erfolgt über die enzymatische 
Umsetzung eines als ECL (enhanced chemilumescent) bezeichneten Detektionsreagenz durch 
die HRP und wird über ein Chemilumineszenz-Imaging-System detektiert. Die 
Quantifizierung der Proteinbanden erfolgt mit der ImageJ-Software 
(http://rsb.info.nih.gov/ij/).  
 
2.2.10 RNA Isolierung und Verarbeitung 
Zur Vermeidung von RNase-Kontaminationen während der einzelnen Arbeitsschritte werden 
Arbeitsmaterialien und Oberflächen vor Beginn der Arbeit mit RNase away (Roth, Karlsruhe, 
Deutschland) behandelt. 
 
2.2.10.1 Isolierung von RNA aus Säugerzellen  
Die Isolierung von RNA aus Säugerzellen wird unter Verwendung von TRIZOL® 
durchgeführt. Dazu werden die Zellen in 6-well Platten in einer Dichte von 2-4x105 Zellen pro 
well ausgesät und für die Dauer der Behandlung kultiviert. Die Zellen werden nach Abnahme 
des Mediums direkt in der Zellkulturplatte durch Zugabe von 1 ml TRIZOL® lysiert und in 
ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Die Aufarbeitung der RNA erfolgt entsprechend der 
Herstellerangaben. Die RNA wird in 20 µl DEPC-Wasser aufgenommen und die 
Konzentration der RNA spektrometrisch bestimmt. 
 
2.2.10.2 DNase-Verdau 
Um mögliche DNA-Kontaminationen zu eliminieren wird die RNA mit DNase behandelt. Pro 
Reaktion werden 2 µg RNA eingesetzt und der DNaseI-Verdau laut Herstellerangaben 
durchgeführt (Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland). Dem Verdau folgt eine 
spektrometrische Konzentrationbestimmung. 
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2.2.10.3 cDNA-Synthese 
Zur cDNA-Synthese dient eine MMLV-Transkriptase. Die Synthese-Reaktion wird mit dem 
RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis-Kit der Firma Fermentas laut 
Herstellerangaben durchgeführt. Sofern genügend DNase-freie RNA vorhanden ist, wird pro 
Reaktion 1 µg RNA umgeschrieben. Als Primer werden die im Kit enthaltenen 
Oligo(dT)-Primer verwendet.  
Für alle weiteren Analysen werden cDNA Verdünnungen von 1:10 bis 1:20 eingesetzt. 
 
2.2.10.4 qRT-PCR Analysen 
Die quantitative Bestimmung einer Genexpression beruht auf einer herkömmlichen PCR in 
deren Verlauf kontinuierlich die Menge an neugebildetem Produkt gemessen wird. Zur 
Detektion des Produktes werden Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt, die entweder direkt an die 
Primer gekoppelt vorliegen (TaqManTM-Sonden) und im Verlauf der Reaktion freigesetzt 
werden oder DNA-interkalierende Agenzien, die sich in dsDNA einlagern und dadurch 
kontinuierlich die Produktneubildung nachweisen (SYBR Green).  
Die qRT-PCR-Analysen werden mithilfe eines ABI-StepOne Plus Real Time PCR Gerätes 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) unter Verwendung des SYBRPremixExTaqII-
Kit der Firma Takara (Otsu, Japan) laut den Herstellerangaben durchgeführt. 
Das Reaktionsvolumen pro Reaktionsansatz beträgt 10 µl und jede Probe wird in Duplikaten 
analysiert.  
 
Die Bedingungen für die PCR-Reaktion sind im Folgenden aufgeführt.  
 
 95 °C 10 min 
 95 °C 15 sek 
 60 °C 1 min  
 
Die Qualität der Amplifikation wird direkt im Anschluss durch die Generierung einer 
Schmelzkurve (melting curve) bestimmt und so die Bildung von Nebenprodukten 
ausgeschlossen. Dabei wird das Dissoziationsverhalten der dsDNA während des Erhitzens 
detektiert. Dazu wird die Probe über einen Zeitraum von 40 min kontinuierlich um 0,3 °C 
erhitzt und durch die Freisetzung des SYBR Greens die Abnahme der Fluoreszenz bei der 
Temperatur bestimmt, bei der sich das PCR-Produkt trennt. Liegt mehr als ein PCR-Produkt 
vor, erhält man aufgrund der unterschiedlichen GC-Gehalte, verschiedene Schmelzkurven.  
40 x 
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2.2.10.5 Relative Quantifizierung241 242  
Die gemessenen Proben werden unter Verwendung der 2-ΔΔCT-Methode quantifiziert und 
anhand nachfolgender Formel berechnet. Als Referenzgen dient GAPDH.  
 
2-ΔΔCT Berechnung: 
ΔCT = CT Zielgen – CT Referenzgen 
ΔΔCT = ΔCT Behandelt – ΔCT Kontrolle 
Ratio = 2-ΔΔCT  
 
CT (Schwellenwert-Zyklus - Cycle Threshold) bezeichnet dabei die Zykluszahl, an dem die 
Fluoreszenz erstmals signifikant über die Hintergrundfluoreszenz ansteigt.  
Die Berechnung setzt die optimale Amplifikation des PCR-Produktes voraus. Bei 
Schwankungen in der Effizienz kann die Formel folgendermaßen korrigiert werden: 
 
Ratio = (EZielgen) ΔCTZielgen(Kontrolle – Behandlung) 
(EReferenzgen)ΔCTReferenzgen (Kontrolle – Behandlung) 
 
Zur statistischen Auswertung der qRT-PCR wird die REST-Software (relative expression 
software tool, www.qiagen.com/Products/REST2009Software) verwendet243. 
 
2.2.11 Färbungen 
2.2.11.1 Immunhistochemische Färbungen von Paraffinschnitten 
Zur immunhistochemischen Färbung von in Paraffin eingebettetem Gewebe werden mit 
einem Schlittenmikrotom Schnittpräparate einer Dicke von 0,5 bis max. 1 µm angefertigt. Die 
Färbeprozedur wurde im histopathologischen Routinebetrieb mithilfe eines Färberoboters 
durchgeführt.  
 
2.2.11.2 Immunfluoreszenz Färbungen von Frischgewebe 
Zum Färben von Frischgewebe werden mithilfe eines Kryosaten Schnitte in einer Dicke von 5 
bis max. 10 µm hergestellt und über Nacht getrocknet. Am nächsten Tag werden die Schnitte 
zur Absättigung unspezifischer Bindestellen für 15 min in 3% BSA geblockt und mit 1x TBS 
gespült. Der Primärantikörper wird in Lösung aus 0,5% BSA in TBS verdünnt und für 1 h in 
einer feuchten Kammer mit dem Schnitt inkubiert. Zum Entfernen nicht gebundener 
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Antikörper wird der Schnitt dreimal für je 5 min in TBS gewaschen und für 1 h mit 
Sekundärantikörper in 0,5% BSA/TBS inkubiert. Es folgt dreimaliges Waschen mit 1x TBS. 
Die Schnitte werden anschließend mit Vectashield Hard-Set Mounting Medium (Vector 
Laboratories, Burlingham, CA, USA) eingedeckt. Zur Gegenfärbung der Kerne ist in dem 
Eindeckmedium zusätzlich DAPI enthalten. Die Schnitte werden zum Aushärten bei 4 °C 
über Nacht gelagert und am nächsten Tag fluoreszenzmikroskopisch untersucht.  
 
2.2.11.3 Mikroskopie 
Mikroskopische Aufnahmen werden an einem Zeiss Axiophot2 (Oberkochen, Deutschland) 
und einem Olympus BX41 (Tokio, Japan) Mikroskop durchgeführt. Aufnahme und 
Bildanalyse erfolgen für das Axiophot2 mit der AxioCam MRc5 sowie der Software 
AxioVision Rel. 4.5, für das Olympus BX41 erfolgen die Aufnahmen mit einer Olympus 
U-CMAD3 Kamera, die Analysen mit der cellF-Software.  
Für die Dokumentation von Zellen in der Zellkultur wird ein inverses Mikroskop (DMIRB) 
der Firma Leica (Wetzlar, Deutschland) verwendet. 
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3 ERGEBNISSE 
3.1 Vorarbeiten 
Grundlage der vorliegenden Arbeit war eine Proof-of-Principle Arbeit, in der gezeigt wurde, 
dass chimäre T-Zellen mit Spezifität für den fetalen Acetylcholinrezeptor (fAChR) 
grundsätzlich in der Lage sind – wenn auch mit geringer Effektivität – fAChR-exprimierende 
RMS-Zellen zu eliminieren223. Der ursprüngliche chimäre Rezeptor wurde aus einem 
rekombinanten Autoantikörperfragment kloniert, das mittels Phagen-Display-Technologie aus 
dem Thymusresektat einer schwangeren Frau isoliert worden war, die in ihrem Thymus 
praktisch ausschließlich Autoantikörper mit Spezifität für die γ−Untereinheit des fAChR 
produzierte244. Der Fetus dieser Frau war aufgrund der Autoantikörper von einer intrauterinen 
Muskellähmung mit dadurch bedingter, angeborener Gelenksteife (Arthrogryposis multiplex 
congenita) betroffen, während die Frau selbst nicht erkrankte245. Die variablen Domänen des 
rekombinanten Antikörperfragmentes wurden mithilfe einer PCR assembliert (Abbildung 3.1 
(A) und (B)) und „in frame“ vor eine humane IgG1-„hinge“-Domäne und eine 
humane CD3ζ-Domäne kloniert. Das chimäre Gen wurde anschließend in einen retroviralen 
SFG-Vektor umkloniert223. Der Vektor diente der Expression des chimären Antigenrezeptors 
(CAR) auf T-Zellen, die RMS-Zellen dadurch erkennen und lysieren konnten223 246.  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Aktivität des oben beschriebenen chimären Rezeptors 
zu steigern, Resistenzmechanismen von RMS-Zellen gegen chimäre T-Zellen aufzuklären und 
durch pharmakologische oder molekulare Überwindung der Resistenzen die Erkennung und 
Eliminierung von RMS-Zellen durch chimäre T-Zellen zu verbessern. 
Die im Verlauf der Arbeit vorgenommenen In-vitro-Untersuchungen erfolgten anhand von 
sechs RMS-Zelllinien, welche die verschiedenen histologischen RMS-Subtypen repräsentieren 
(Tabelle 3.1) (Abbildung 6.2). Zum Zwecke der Zellzyklussynchronisation und 
Wirkstoffsteigerung wurden alle im Rahmen der Arbeit vorgenommenen Behandlungen mit 
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Tabelle 3.1: Zusammenstellung der im Verlauf der Arbeit verwendeten RMS-Zelllinien anhand ihres 
histologischen Subtyps 
Histologischer Subtyp Zelllinie 
ARMS (Pax3-FKHR) CRL2061, RH30, RH41 
ARMS (translokations-negativ) FLOH1 
ERMS RD6, TE671 
ARMS - alveoläre RMS; ERMS - embryonale RMS  
 
Da Zelllinien durch die dauerhafte In-vitro-Kultivierung oftmals starke Unterschiede zur 
Expression in situ aufweisen, wurden die im Rahmen der Arbeit analysierten Moleküle 
ebenfalls anhand von Paraffin- und Frischmaterial (n = 10 bzw. n = 6) bei ARMS- und ERMS-
Biopsien untersucht (Abbildung 6.2). Aufgrund der eingeschränkten Verfügbarkeit von 
Tumormaterial dienten verschiedene Methoden zur Detektion der betreffenden Proteine. Als 
Kontrollgruppe wurde quergestreifte Muskulatur sowohl in Form von Paraffin- als auch 
Frischgewebe (jeweils n = 5) verwendet.  
 
3.2 Erzeugung verbesserter membranständiger CAR gegen den fAChR  
Das „single chain“-Fragment gegen den fAChR, scFv35, wurde amplifiziert und mittels der 
beiden Restriktionsschnittstellen RcaI und BamHI in den retroviralen pBullet-Vektor 
umkloniert. Dabei wurde ein neues Konstrukt geschaffen, in dem das „single chain“-Fragment 
vor einer IgG-„hinge“-Region und einer intrazellulären Signaltransduktionsdomäne (CD3ζ) 
positioniert wurde (Rezeptor der ersten Generation). Als Modifikation gegenüber dem bereits 
publizierten „CD3ζ-only“-Konstrukt“223 wurde zwischen IgG- und CD3ζ-Domäne eine 
zusätzliche CD28-Domäne eingeführt (Rezeptor der zweiten Generation) (Abbildung 3.1 (C)). 
CD28 dient als kostimulatorische Domäne, welche die Aktivierung ruhender T-Zellen bei 
fehlenden kostimulatorischen Signalen gewährleisten kann (Abschnitt 3.4.2). Die so 
generierten CAR (chimäre Antigenrezeptoren) wurden zunächst hinsichtlich ihrer 
Bindekapazität, Funktionalität und Spezifität gegenüber dem fAChR untersucht. 
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Abbildung 3.1: (A) Schematische Darstellung eines Antikörpers mit Unterteilung in variable und konstante 
Domänen aus dem durch die Verbindung von variabler „heavy chain“ (vH) und variabler „light chain“ (vL) das 
verwendete scFv35-Fragments generiert wurde (B). (C) Schematische Darstellung der Zusammensetzung aller in 
der Arbeit verwendeten chimären Antigenrezeptoren (CAR); VH - variable Domäne der schweren Kette, 
VL - variable Domäne der leichten Kette, CH - konstante Domäne, schwere Kette, CL - konstante Domäne, leichte 
Kette, EC – extrazelluläre Domäne, IC - intrazelluläre Domäne, TM - Transmembrandomäne, 
scFv - single chain fragment, Fc - fragment crystallizable. 
 
3.2.1 Expression des Target-Antigens auf der Oberfläche von RMS-Zellen 
Eine wichtige Grundlage für die chimäre T-Zelltherapie stellt die Expressionsstärke des 
Zielantigens dar247. Bei der durchflusszytometrischen Analyse der RMS-Zelllinien mit einem 
kommerziellen Antikörper wurden unterschiedliche Ausprägungen der fAChR-Expression 
beobachtet (Abbildung 3.2 (A)). Während die ARMS-Zelllinien RH41 und FLOH1 sowie die 
beiden ERMS-Zelllinien RD6 und TE671 eine starke Expression aufwiesen, war die 
Expression bei den beiden ARMS-Linien CRL2061 und RH30 vergleichsweise gering 
(Abbildung 3.2 (A)).  
Die Ergebnisse wurden mit einem selbst hergestellten löslichen AK-Fragment, bestehend aus 
einer Zielsteuerungssequenz für die Sekretion des Antikörpers, dem fAChR-spezifischen 
scFv35-Fragment und dem Fc-Teil eines Antikörpers, bestätigt (Abbildung 3.1 (C)). Mit der 
erfolgreiche Erkennung und Bindung dieses löslichen chimären Rezeptors an den durch die 
RMS-Zellen exprimierten fAChR, waren gleichzeitig die Voraussetzungen (Abbildung 3.2 (A)) 
zur Eliminierung der Tumorzellen erfüllt.  
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Abbildung 3.2: (A) Durchflusszytometrische Analyse der fAChR-Expression bei den verwendeten RMS-Zelllinien 
mit einem kommerziellen α-fAChR-AK und dem selbst hergestellten scFv35-Fc-AK; graue Histogramme 
entsprechen der Proteinexpression, offene gestrichelte Histogramme der Sekundärantikörper-Kontrolle. 
(B) Detektion der fAChR γ- und α-Untereinheit bei RMS-Patienten mittels Duplex-PCR, als Negativkontrolle 
diente quergestreifte Muskulatur. (C) Immunfluoreszenz-Färbung des fAChR (von links): 
Sekundärantikörper-Kontrolle anhand einer RMS-Biopsie, adulte Muskulatur als negative Kontrolle, RMS-
Biopsie mit nur schwacher fAChR-Expression und Xenotransplantat aus der Maus mit starker fAChR-Expression; 
600-fache Vergrößerung.  
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Der fAChR-Nachweis in situ erfolgte mit einer Duplex-PCR, die sowohl α- als auch 
γ-Untereinheit detektiert. Die PCR war so angelegt, dass sich ein 1:1 Verhältnis von α- und 
γ-Untereinheit bei der Analyse der ERMS-Zelllinie TE671 (als Referenzlinie) ergab248. Dieses 
Verhältnis wurde nicht bei allen, im Verlauf der Arbeit untersuchten RMS-Gewebeproben 
gefunden. Die Expression der γ-UE des fAChR war dennoch zweifelsfrei nachweisbar 
(Abbildung 3.2 (B)), während bei der, als Negativkontrolle mitgeführten Skelettmuskulatur nur 
die α-Untereinheit detektiert wurde.  
Die Ergebnisse der Duplex-PCR wurden anhand von sechs kryoasservierten RMS-Biopsien 
immunhistochemisch bestätigt. Als Positivkontrolle dienten die Zelllinien RD6 und TE671, die 
in Vorversuchen immundefizienten NOD/SCID-Mäusen subcutan injiziert worden waren 
(Abschnitt 3.7). Adulte Skelettmuskulatur wies keine fAChR-Expression auf (Abbildung 3.2 
(C)). 
 
3.2.2 Expression der CAR auf Effektor-T-Zellen 
Für die Expression des chimären Rezeptors wurden reife CD4+ und CD8+ T-Zellen ausgewählt. 
Dazu wurden periphere Blutlymphozyten (PBL) isoliert und unter Zugabe von stimulierenden 
CD3- und CD28-Antikörper kultiviert, wodurch den T-Zell-Subpopulationen ein 
Selektionsvorteil gewährt wurde. Da eine langfristige Expression des chimären Rezeptors 
erwünscht war und die Transfektion von Primärkulturen mit den gängigen Methoden schwierig 
ist, wurden die Blutlymphozyten mittels retroviraler Transduktion mit der Rezeptor-DNA 
versehen.  
Die Infektion der peripheren Blutlymphozyten erfolgte durch die Kokultivierung von 
Verpackungszelllinie und PBLs über einen Zeitraum von 48 h. Die aus der Transduktion 
resultierende Anzahl rezeptortragender T-Zellen wurde über eine CD3/IgG-Doppelfärbung 
ermittelt. Diese Färbung erlaubt die Abgrenzung CAR-positiver T-Zellen von CD3-negativen 
Immunzellen wie Makrophagen und B-Zellen, die Populationen innerhalb der isolierten PBL 
bilden. Dabei wiesen durchschnittlich 30-50% der T-Zellen die Expression des chimären 
Rezeptors auf der Zelloberfläche auf. Die Expressionsrate des „CD28-CD3ζ“-Konstrukts war 
dabei besser als die des „CD3ζ-only“-CAR (Abbildung 3.3).  
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Abbildung 3.3: „Density Blot“ der CAR-Expression auf der Oberfläche peripherer Blutlymphozyten. Dargestellt 
ist die Expression verschiedener Rezeptorkonstrukte, inklusive nicht-transduzierter PBL. Der 
durchflusszytometrische Nachweis der T-Zellen erfolgt über eine CD3-Rezeptorfärbung. Der Antigenrezeptor auf 
der Oberfläche der T-Zellen wurde über die Färbung der extrazellulären IgG-Domäne detektiert. 
 
3.2.3 Aktivierungsstatus von PBLs und chimären T-Zellen 
Ein Vergleich der beiden Aktivitätsmarker CD25 und CD69 bei nicht-transduzierten und 
chimären T-Zellen konnte zeigen, dass sich das Aktivitätsprofil der T-Zellen nach der 
Transduktion nicht verändert.  
 
Abbildung 3.4: (A) Expression der Aktivierungsmarker CD25 und CD69 auf der Oberfläche nicht-transduzierter 
(PBL) und CAR-transduzierter (CD28-CD3ζ) PBL. Graue Histogramme entsprechen der Proteinexpression, 
offene gestrichelte Histogramme der Isotyp-Kontrolle. (B) Detektion der Granzym B-Sekretion in den 
Kulturüberstand CD3- und CD28-aktivierter humaner PBL und chimärer T-Zellen nach 14-tägiger Kultivierung in 
IL-2-haltigem Medium (400 U/ml); die Daten repräsentieren den Mittelwerte aus Triplikaten sowie den 
Standardfehler des Mittelwertes. 
 
Beide Populationen wiesen eine zeit- bzw. kultivierungsabhängige Expression von CD25 und 
CD69 auf, die im Falle des IL-2-Rezeptors CD25 über die Zeit abnahm, während der 
Aktivierungsmarker CD69 mit zunehmender Kultivierungsdauer eine Expressionsteigerung 
(Abbildung 3.4 (A)) erfuhr.  
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Die Aktivierung der PBLs durch IL-2, anti-CD3- und anti-CD28-Antikörper führte zudem zu 
einer gesteigerten Granzym B-Sekretion249, die mit einem ELISA überprüft wurde. 
Abbildung 3.4 (B) zeigt ähnliche Mengen sekretierten Granzyms B bei nicht-transduzierten 
PBLs und „CD28-CD3ζ“-exprimierenden chimären T-Zellen.  
 
3.2.4 Funktionalität des CAR abhängigen Signalwegs in chimären T-Zellen  
Die Funktionalität der chimären Rezeptoren wurde über die Stimulation der extrazellulären 
IgG-„hinge“-Region mit einem IgG-AK überprüft. Die Aktivierung des Rezeptors führt bei 
einem intakten Signaltransduktionsweg zur Sekretion von IFNγ in den Kulturüberstand. Der 
Versuchsaufbau sollte die Aktivierung der T-Zellen nach Bindung des Target-Antigen durch 
den CAR simulieren. Eine IFNγ-Sekretion wurde dabei sowohl für den „CD3ζ-only“- als auch 
„CD28-CD3ζ“-CAR detektiert (Abbildung 3.5). Im Falle des „CD28-CD3ζ“-CAR war ab einer 
IgG-Antikörperkonzentration von 2,5 µg/ml ein stärkerer Anstieg der IFNγ-Sekretion zu 
beobachten, als für den „CD3ζ-only“-CAR (Faktor 2-5). 
 
Abbildung 3.5: Stimulation von nicht-transduzierten (PBL) sowie mit dem 
„CD3ζ-only“- und dem „CD28-CD3ζ“-CAR transduzierten T-Zellen mit 
verschiedenen Konzentrationen α-hIgG-AK über einen Zeitraum von 48 h. Die 
Aktivierung des Rezeptors über die IgG-„hinge“-Region führt zur Sekretion 
von IFNγ und dient der Demonstration eines intakten Signaltransduktionsweg 
des CAR. Die Daten repräsentieren jeweils die Mittelwerte aus Triplikaten und 
die Standardabweichung der Mittelwerte. 
 
Die vorangegangenen Kapitel zeigen, dass mit der Expression eines funktionellen CAR auf der 
Oberfläche von PBLs, der Erkennung des Zielantigens durch den chimären Rezeptor sowie der 
Expression des Antigens auf der Oberfläche der RMS-Zelllinien, alle essentiellen 
Voraussetzungen für eine effektive Zelllyse der RMS-Zellen durch chimäre T-Zellen erfüllt 
sind. Zur Überprüfung der Rezeptorspezifität wurden im nächsten Schritt die beiden chimären 
Antigenrezeptoren gegen fAChR-exprimierende HEK-Zellen eingesetzt.  
 
3.2.5 Nachweis der Spezifität des CAR gegenüber fAChR  
293T-Zellen – die natürlicherweise weder den adulten noch den fetalen AChR exprimieren – 
wurden mit den fAChR-Untereinheiten αβγ und δ kotransfiziert und über einen Zeitraum von 
48 h inkubiert (Abbildung 3.6). Die durch die Kotransfektion der AChR-Untereinheiten in 
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293T-Zellen erzielte und durchflusszytometrisch quantifizierte Expression des fAChR erreichte 
das gleiche Expressionsniveau wie es durchflusszytometrisch bei den RMS-Zelllinien RH41, 
FLOH1, RD6 und TE671 nachweisbar war (Abbildung 3.2). In fünf unabhängigen Versuchen 
wurden die α- und γ-Untereinheit des fAChR jeweils in 70 – 90% der transfizierten 
HEK-Zellen nachgewiesen. Eine Kultivierung von mehr als 96 h wurde aufgrund des 
transienten Charakters der Transfektion vermieden. 
 
 
Abbildung 3.6: Expression des fAChR durch 293T-Zellen 72 h nach Transfektion der verschiedenen AChR-
Rezeptoruntereinheiten (αβγδ). (A) Expressionsraten der α- und γ-Untereinheit; die grauen Histogramme 
entsprechen der AChR-Expression 72 h nach der Transfektion, offene Histogramme der Expression nicht-
transfizierter 293T-Zellen und offene, gestrichelte Histogramme der Sekundärantikörper-Kontrolle 
(B) MTT-Zytotoxizitätstest von fAChR-transfizierten und nicht-transfizierten 293T-Zellen (je 1x104 Zellen/well) 
48 h nach Kokultivierung mit einer unterschiedlichen Anzahl chimärer T-Zellen. Die Zytotoxizität nicht-
transduzierter T-Zellen wurde bei 0% festgelegt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus Triplikaten sowie die 
Standardabweichungen der Mittelwerte. (C) Durchflusszytometrische Analyse des fAChR 24 h nach Inkubation 
mit chimären T-Zellen in verschiedenen Effektor:Targetzellverhältnissen (E:T). 
 
Während die nicht-transfizierten 293T-Zellen nach der Kokultivierung mit den chimären 
T-Zellen keine verminderte Überlebensrate aufwiesen, wurden die fAChR+ 293T-Zellen 
sowohl von dem „CD3ζ−only“-CAR als auch von dem modifizierten „CD28-CD3ζ“-CAR 
erkannt und eliminiert. Dabei ist die Zytotoxizität beider chimärer Rezeptoren dosisabhängig 
und weist die höchste Effektivität bei einem Effektor:Targetzellverhältnis von 2,5:1 (E:T) auf. 
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Mit dem „CD3ζ−only“-CAR wurden bei dieser Zelldichte Zytotoxizitätsraten von bis zu 50% 
erreicht, während mit dem „CD28-CD3ζ“-CAR Zytotoxizitätsraten von bis zu 80% möglich 
waren (Abbildung 3.6 (B)). Durchflusszytometrische Analysen der transfizierten 293T-Zellen 
nach 24-sündiger Kokultivierung mit den chimären T-Zellen zeigten bei einem E:T-Verhältnis 
von 1:1 eine Abnahme der fAChR-exprimierenden Zellen (Abbildung 3.6 (C)).  
 
3.3 Interaktion von chimären T-Zellen und NKT-Zellen mit RMS-Zellen  
3.3.1 Zytotoxizität chimärer T-Zellen gegenüber fAChR-exprimierenden Zellen 
Im nächsten Schritt wurden die RMS-Zelllinien mit chimären T-Zellen, die zum einen den 
„CD3ζ-only“-CAR zum anderen den „CD28-CD3ζ“-CAR exprimierten, kokultiviert. Während 
die mit „CD3ζ-only“-CAR ausgestatteten T-Zellen die RMS-Zellen nur mäßig eliminierten, 
zeigten die mit dem „CD28-CD3ζ“-CAR versehenen T-Zellen eine bessere Effektivität bei den 
alveolären Linien CRL2061, RH30, RH41 und FLOH1. Im Gegensatz dazu wurde die 
Zytotoxizität gegenüber den beiden embryonalen RMS-Zelllinien RD6 und TE671 durch die 
zusätzliche CD28-Domäne nicht maßgeblich gesteigert (Abbildung 3.7 (A)). Dabei war die 
beobachtete Lyserate nicht alleine von der Expressionsstärke des Target-Antigens abhängig, da 
die beiden ARMS-Zelllinien CRL2061 und RH30 mit geringer fAChR-Expression besser 
eliminiert wurden als die beiden ERMS-Linien RD6 und TE671, die den fAChR stark 
exprimierten (Abbildung 3.2).  
Die unterschiedlich starken Lyseraten durch den „CD28-CD3ζ“-CAR bzw. „CD3ζ-only“-CAR 
korrelierten teilweise mit der IFNγ-Sekretion, die als Maß für die Aktivität der chimären 
T-Zellen (Abschnitt 3.2.4) bestimmt wurde250. Dabei zeigte sich eine starke Abhängigkeit der 
Aktivierung der chimären T-Zellen vom jeweils exprimierten CAR. Während Zellen mit dem 
„CD3ζ-only“-CAR eine IFNγ-Sekretion im Bereich von 50-400 pg/ml zeigten, wiesen Zellen 
mit dem „CD28-CD3ζ“-CAR eine 10-fach höhere IFNγ-Sekretion auf (Abbildung 3.7 (B)). 
Eine Ausnahme bildete die alveoläre Zelllinie RH30, bei der nach Kokultivierung mit chimären 
T-Zellen keine IFNγ-Sekretion festgestellt werden konnte. 
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Abbildung 3.7: (A) MTT-Zytotoxizitätstest von RMS-Zellen (1x104 Zellen/well) 48 h nach der Kokultivierung mit 
einer unterschiedlichen Anzahl fAChR-spezifischer chimärer T-Zellen. Die Zytotoxizitätsrate nicht-transduzierter 
PBLs wurde mit 0% angenommen. Als fAChR-negative Kontrollen dienten die Zelllinien HEK und HeLa. Die 
Daten repräsentieren Mittelwerte aus Triplikaten sowie den Standardfehler des Mittelwertes. (B) Die 
Kulturüberstände aus (A) wurden zur Darstellung der T-Zell Aktivität auf die Sekretion von IFNγ untersucht. Die 
Daten repräsentieren den Mittelwert aus Triplikaten sowie den Standardfehler des Mittelwertes. Die Skala der 
IFNγ-Sekretion unterscheidet sich bei dem „CD28-CD3ζ“-Konstrukt von dem „CD3ζ-only“-Konstrukt um den 
Faktor 10. 
 
Die proapoptotische Wirkung der chimären T-Zellen auf die RMS-Zelllinien wurde 
durchflusszytometrisch anhand einer Annexin V/Propidiumiodid (PI)-Doppelfärbung belegt.  
 
 
Abbildung 3.8: „Dot Blot“ einer Annexin V/PI-Doppelfärbung von CRL2061, RH30, FLOH1 und TE671 nach 
Kokultivierung (24 h) mit nicht-transduzierten PBLs und chimären „CD28-CD3ζ“-T-Zellen in einem 
Effektor:Targetzellverhältnis von 1:1; PI – Propidiumiodid. 
 
Abbildung 3.8 zeigt exemplarisch vier der sechs RMS-Zelllinien. Bei allen vier Zelllinien ist 
eine deutliche Zunahme sowohl Annexin V einfach positiver (früh-apoptotischer) als auch 
doppelt-positiver (spät-apoptotischer und nekrotischer) Zellen nach der Inkubation mit den 
chimären T-Zellen zu beobachten.  
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3.3.2 Zytotoxizität chimärer NKT-Zellen gegenüber fAChR-exprimierenden 
Zellen 
Die unter Abschnitt 3.3.1 beschriebene Transduktion zytotoxischer T-Zellen mit einem CAR ist 
infolge der einfachen und schnellen Erzeugung von zytotoxischen T-Zell-Subpopulationen weit 
verbreitet. Die Anreicherung anderer Subpopulationen wie Zytokin-induzierte Killerzellen 
(CIK) oder NK-Zellen ist aufgrund der komplexen Stimulation mit diversen Zytokinen 
schwieriger und erfordert mehr Zeit. Da im Rahmen dieser Arbeit auf die Testung dieser 
Populationen nicht verzichtet werden sollte, wurde die Generierung chimärer CIK-Zellen 
angestrebt: CIK-Zellen stellen eine heterogene Zellpopulation dar, die sowohl T-Zell- als auch 
NK-Zell-Charakteristika in sich vereint251. Die im Verlauf der Arbeit erhaltenen 
Zellpopulationen beinhalten eine Mischung aus NKT- (CD16+CD56+CD3+), CIK- (CD16-
CD56+CD3+) und einfachen T-Zellen (CD16-CD56-CD3+) (Abbildung 3.9).  
 
Abbildung 3.9: Durchflusszytometrischer Nachweis einer Mischpopulation aus Zytokin-induzierten Killerzellen 
(CIK) (CD3+CD56+CD16-), T-Zellen (CD3+CD56-CD16-) und NKT-Zellen (CD3+CD56+CD16+). (A) „Density 
Blot“ einer CD3/CD56-Doppelfärbung. (B) „Density Blot“ einer CD16/CD56-Doppelfärbung. Die Abgrenzung 
der verschiedenen Zellpopulationen erfolgte nach dem setzen eines Gates der CD56-positiven bzw. -negativen 
Subpopulation aus (A).  
 
Die Transduktion dieser Mischpopulation gelang nur in Verbindung mit dem „CD28-CD3ζ“-
Konstrukt in zufriedenstellendem Ausmaß.  
Abbildung 3.10 (A) zeigt die verschiedenen Zellpopulationen von nicht-transduzierten und 
transduzierten Zellen. Nach der Transduktion konnten 1. CD56+/IgG+ doppelt-positive 
NKT/CIK-Zellen, 2. CD56-/IgG+ chimäre T-Zellen und 3. CD56+ einfach positive (also nicht-
transduzierte NKT/CIK-Zellen) voneinander unterschieden werden.  
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Abbildung 3.10: (A) Durchflusszytometrische Analyse einer Mischpopulation von PBLs nach der Transduktion 
mit dem „CD28-CD3ζ“-CAR. Der gezeigte „Density Blot“ dient der Unterscheidung von CD56+IgG+ („CD28-
CD3ζ“) doppelt-positiven NKT/CIK-Zellen, CD56-IgG+ chimären T-Zellen und CD56+IgG- nicht-transduzierten 
NKT/CIK-Zellen. (C) MTT-Zytotoxizitätstest von RMS-Zellen (1x104 Zellen/well) 48 h nach der Kokultivierung 
mit einer unterschiedlichen Anzahl an fAChR-spezifischen chimären NKT/CIK-Zellen und nicht-transduzierten 
NKT/CIK-Zellen. Zur Kontrolle wurden fAChR-negative 293T-Zellen mitgeführt (B). Die Zytotoxizität nicht-
transduzierter PBL wurde mit 0% angenommen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus Triplikaten sowie die 
Standardabweichungen des Mittelwertes. 
 
Die in Abbildung 3.10 gezeigten Zytotoxizitätsraten beziehen sich auf die, für PBLs festgelegte 
Lyserate von 0%. Dabei wird ersichtlich, dass die generierte Mischpopulation aus nicht-
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transduzierten NKT/CIK-Zellen grundsätzlich eine höhere Zytotoxizität gegenüber 
RMS-Zellen aufwiesen als nicht-transduzierte zytotoxische T-Zellen. Die beobachteten 
Lyseraten lagen bei einem Effektor:Targetzellverhältnis von 5:1 bei 20% für die ARMS-Linien 
CRL2061 und RH30 und bei 80% für FLOH1.  
Die Transduktion der NKT/CIK-Zellen mit dem „CD28-CD3ζ“-CAR führte zu einer 
signifikanten Steigerung der zytotoxischen Wirkung. Insbesondere bei den untersuchten 
ARMS-Zelllinien und der ERMS-Zelllinie RD6 wurden Zytotoxizitätsraten von 20% bis 100% 
nachgewiesen (Abbildung 3.10 (C)). Bei der Zelllinie TE671 wurde hingegen erst ab einem 
Effektor:Targetzellverhältnis von 2,5:1 eine verbesserte Lyserate beobachtet, die ab einem 
Verhältnis von 5:1 signifikant wurde. Im Gegensatz zu den untersuchten RMS-Zelllinien wurde 
bei der fAChR-negativen HEK-Zelllinie 293T keine Steigerung der Zelllyserate nach der 
Kokultivierung mit chimären NKT/CIK-Zellen beobachtet (Abbildung 3.10 (B)).  
Die in den Abschnitten 3.3.1 und 3.3.2 dargestellten Lyseraten stellen repräsentative 
Ergebnisse aus mehreren unabhängigen Versuchen dar. Erwähnenswert ist hierbei die Tatsache, 
dass die Aktivität der jeweiligen NKT/CIK- und T-Zellpopulationen stark spenderabhängig ist 
und dadurch leichte Abweichungen bei den Zytotoxizitätsraten entstehen. Um eine zu hohe 
Variabilität zu vermeiden, stammen die für einen Versuchsdurchlauf verwendeten PBL sowie 
NKT/CIK- und transduzierten NKT/CIK-Zellen jeweils von demselben Spender.  
Insgesamt waren die Lyseraten für einige RMS-Zelllinien, insbesondere bei der Verwendung 
chimärer T-Zellen (Abschnitt 3.3.1), nicht so gut wie erhofft und variierten stark zwischen den 
verschiedenen Linien (Abschnitt 3.3.1 und 3.3.2). Als mögliche Ursachen des schlechten 
Ansprechens wurden Zelllinien-spezifische Resistenzmechanismen ebenso wie einen Einfluss 
immunologisch relevanter Oberflächenmoleküle erwogen, die im Folgenden untersucht 
wurden.  
 
3.4 Expression immunrelevanter Oberfächenmoleküle bei RMS 
Für die Interaktion von Tumor- und Immunzellen sind zahlreiche Oberflächenmoleküle von 
Bedeutung. Neben den eigentlichen Zielstrukturen zytotoxischer T-Zellen, spielen für eine 
optimale T-Zellaktivierung und zytotoxische Funktion die Expression inhibitorischer und 
kostimulatorischer oder adhäsionsfördernder Oberflächenmoleküle eine wesentliche Rolle252. 
Solche Moleküle können wechselseitig auf Lymphozyten und ihren Zielzellen vorkommen, 
teilweise im Sinne von Rezeptor-Liganden-Paaren, teilweise als Moleküle mit homotypischen 
Bindungseigenschaften. Bislang fehlen für Rhabdomyosarkome Expressionsdaten zu 
immunologisch relevanten Oberflächenmolekülen die Einfluss auf die Wechselwirkung 
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zwischen Tumorzellen und Immunsystem nehmen können. Dabei könnten entsprechende 
Kenntnisse über das Expressionsprofil von RMS die Etablierung einer adoptiven 
Immuntherapie vereinfachen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression einiger dieser 
Interaktionsmoleküle auf RMS-Zellen analysiert.  
Aufgrund der nahen Verwandtschaft von RMS- und Muskelzellen wurden solche Moleküle 
ausgewählt, die bei inflammatorischen Muskelerkrankungen bekanntermaßen einen Einfluss 
auf die Interaktion zwischen Muskelgewebe und Immunzellen haben160 164. Dazu gehören die 
MHC-I- und MHC-II-Moleküle, die Kostimulatoren B7.1 (CD80), B7.2 (CD86) und 
B7H2 (ICOS-L), die Adhäsionsmoleküle CD54 (ICAM-1) und CD56 (NCAM) sowie die 
inhibitorischen Oberflächenmoleküle B7H1 und B7H3. Die Interaktionspartner der jeweiligen 
Rezeptoren sind in Tabelle 3.2 dargestellt. 
 
Tabelle 3.2: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit analysierten kostimulatorischen und inhibitorischen 
Oberflächenmolekülen sowie deren Interaktionspartner auf der Oberfläche von T-Zellen 
Kostimulatorische Oberflächenmoleküle 
Tumorzelle – T-Zelle 
Inhibitorische Oberflächenmoleküle 
Tumorzelle – T-Zelle 
MHC-I bzw. MHC-II – T-Zell-Rezeptor B7H1 (PD-1L) – PD1 
B7H1* bzw. B7H2** – CD28, CTLA-4 B7H3 – nicht bekannt 
B7H2 (ICOS-L) – ICOS  
CD54 (ICAM-1) – LFA-1, MAC-1  
CD56 (NCAM-1) – NCAM-1 (CIKs***)  
*CD80, **CD86, ***CIKs, Zytokin induzierte Killerzellen (cytokine induced killer cells) - 
T-Zell Subpopulation, die durch die Behandlung mit Zytokinen aus PBL expandiert werden 
konnte. 
 
3.4.1 Expression von MHC-Molekülen 
Die antigenspezifische Interaktion von T-Zellen mit anderen körpereigenen Zellen erfolgt 
zwischen MHC-Peptidkomlexen und jeweils spezifischen T-Zellrezeptoren (TCR), was eine 
Unterscheidung zwischen körpereigenen und körperfremden oder infizierten Zellen erlaubt. 
Der Verlust der MHC-Expression stellt einen, bei Tumoren weit verbreiteten, 
„immune escape“-Mechanismus dar und schützt so vor einer tumorspezifischen T-Zell-
vermittelten Immunantwort. Obwohl für eine chimäre T-Zelltherapie nicht relevant, wurde die 
MHC-I-Expression aufgrund ihrer Bedeutung für die normale Immunantwort überprüft.  
 
MHC-I- und MHC-II-Expression: RMS-Zelllinien zeigten, mit Ausnahme der ARMS-
Zelllinie CRL2061, eine spontane und starke MHC-I-Oberflächenexpression, während MHC-II 
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lediglich von der translokations-negativen Zelllinie FLOH1 exprimiert wurde. Die beobachtete 
MHC-II-Expression wurde dabei von der Serumverfügbarkeit beeinflusst und erst nach einer 




Abbildung 3.11: Durchflusszytometrische Analyse der MHC-I- und MHC-II-Expression auf der Oberfläche von 
RMS-Zelllinien. Die Zellen wurden vor der Färbung für 48 h in Hungermedium (1% FBS) inkubiert; graue 
Histogramme entsprechen der Proteinexpression, offene gestrichelte Histogramme der Sekundärantikörper 
Kontrolle. 
 
Die MHC-Expression in situ wurde anhand von ERMS-Biopsien (n = 4) im Western Blot 
sowie mittels qRT-PCR an ERMS- (n = 10) und ARMS-Biopsien (n = 10) untersucht und mit 
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Abbildung 3.12: MHC-I und MHC-II-Expression bei RMS-Geweben. (A) qRT-PCR zum Nachweis von MHC-I 
und MHC-II bei ARMS (n = 10) und ERMS (n = 10) im Vergleich zu gesunder Skelettmuskulatur (n = 5) 
(RQ = 1), als Referenzgen diente GAPDH; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005. (B) Western Blot der MHC-I-
Expression bei ERMS-Frischgewebe (n = 4) im Vergleich zu gesunder Skelettmuskulatur (n = 3); als 
Ladekontrolle diente β-Aktin. (C) Quantitative Auswertung der MHC-I-Proteinexpression des in (B) dargestellten 
Western Blots. 
 
Die MHC-I-Expressionsstärke bei RMS-Biopsien entsprach sowohl auf transkriptioneller als 
auch Protein-Ebene derjenigen der mitgeführten Skelettmuskulatur. Die quantitative 
Bestimmung der mRNA erbrachte des Weiteren keinen signifikanten Expressionsunterschied 
zwischen den beiden untersuchten RMS-Subtypen.  
Für MHC-II wurde eine signifikant (p < 0,05) höhere Expression im Vergleich zu normaler 
Skelettmuskulatur nachgewiesen, wobei ARMS eine höhere Expression aufwiesen als ERMS. 
Ein Proteinnachweis von MHC-II bei RMS-Geweben ist im Rahmen dieser Arbeit nicht 
gelungen.  
 
HLA-G-Expression: Neben dem Verlust der MHC-I-Expression weisen einige Tumorzellen 
eine verstärkte Expression des nicht klassischen MHC-I-Moleküls HLA-G auf, wodurch eine 
Immuntoleranz gegenüber zytotoxischen T- und NK-Zellen erzeugt wird.  
Während Skelettmuskulatur (n = 5) eine ausgeprägte HLA-G-Expression zeigt, konnte das 
Protein in nur vergleichsweise geringem Ausmaß bei den verwendeten RMS-Zelllinien und den 
untersuchten RMS-Biopsien (n = 10) detektiert werden (Abbildung 3.13). 
 
 
Abbildung 3.13: (A) Immunhistochemische Färbung (IHC) an Paraffingewebe zum Nachweis des 
nicht-klassischen MHC-I-Moleküls HLA-G. Die linke Abbildung zeigt eine stark positive HLA-G-Färbung an 
einer Muskelbiopsie, während ARMS und ERMS eine schwache Proteinexpression aufweisen (Immunperoxidase, 
200-fache Vergrößerung). (B) Durchflusszytometrische Analyse der HLA-G Expression bei zwei RMS-Zelllinien 
(RH30 und RD6); graue Histogramme entsprechen der HLA-G Expression, offene gestrichelte Histogramme der 
Isotyp-Kontrolle. 
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3.4.2 Expression kostimulatorischer Moleküle  
Für die Aktivierung tumorspezifischer T-Zellen ist zusätzlich die Interaktion mit diversen 
kostimulatorischen Molekülen, wie B7.1, B7.2 und B7H2 erforderlich, die in der Regel von 
antigenpräsentierenden Zellen (APC) zur Verfügung gestellt werden und bei Tumorzellen meist 
nicht nachweisbar sind71.  
Die beiden klassischen Korezeptoren B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) wurden bei keiner der 
analysierten RMS-Zelllinien detektiert, während eine Expression von B7H2 bei den 
ARMS-Linien RH41, RH30 und FLOH1 sowie den beiden ERMS-Linien RD6 und TE671 
nachweisbar war (Abbildung 3.14).  
 
 
Abbildung 3.14: Expression der Korezeptoren B7.1, B7.2 und B7H2 auf der Oberfläche von RMS-Zelllinien; 
graue Histogramme entsprechen der Proteinexpression, offene gestrichelte Histogramme der Sekundärantikörper 
Kontrolle. Die beiden Abbildungen am unteren Bildrand entsprechen der Positivkontrolle für eine B7.1 Färbung 
an peripheren Blutlymphozyten (PBL) und einer B7.2 Färbung an der Ewing-Sarkom-Zelllinie RH1253.  
 
B7.1 und B7.2 wurden des Weiteren bei keiner der untersuchten RMS-Biopsien (Frischgewebe 
n = 6; Paraffinmaterial n = 10) detektiert (Abbildung 3.15), während die Expression des nicht-
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klassischen Kostimulators B7H2, ähnlich wie im Fall der untersuchten Zelllinien, sehr 
heterogen ausfiel (Abbildung 3.15). Von den untersuchten RMS-Paraffinproben (n = 8) wiesen 
drei der Tumore eine starke sowie drei eine schwache und zwei keinerlei B7H2 Expression auf. 
Für Normalmuskel wurde unter den gegeben Bedingungen keine Expression detektiert.  
Die quantitative Bestimmung der B7H2-Expression (ARMS: n = 10; ERMS: n = 10) erbrachte 
auf transkriptioneller Ebene eine erhöhte Expression gegenüber Normalmuskulatur, die sich 
zwischen den beiden histologischen Subtypen nicht unterschied.  
 
 
Abbildung 3.15: Expression der Korezeptoren B7.1, B7.2 und B7H2 bei RMS. (A) Immunfluoreszenzfärbung von 
B7.1 und B7.2 an peripheren Blutlymphozyten (PBL) (Positivkontrolle) und ERMS-Frischgewebe; die 
Kerngegenfärbung erfolgte mit DAPI, die Aufnahmen entstanden bei 600-facher Vergrößerung. 
(B) Immunhistochemische Färbung (IHC) an Paraffingewebe zum Nachweis des nicht-klassischen Kostimulators 
B7H2. Die obere Abbildung zeigt ein muskelinfiltrierendes ARMS (Pfeile) mit starker B7H2-Expression, während 
das infiltrierte Muskelgewebe selbst keinerlei Expression aufweist (Stern). Die untere Abbildung zeigt ein ERMS 
mit nur schwacher B7H2-Expression (Immunperoxidase; 200-fache Vergrößerung). (C) qRT-PCR zum Nachweis 
von B7H2 bei ARMS (n = 10) und ERMS (n = 10) im Vergleich zu gesunder Skelettmuskulatur (n = 5) (RQ = 1), 
als Referenzgen diente GAPDH; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005. 
 
Da die Expression eines Kostimulators immunregulatorische Eigenschaften hat und im Falle 
von B7H2 eine extrem heterogene Ausprägung aufweist, wurden zudem die Überlebensdaten 
der untersuchten RMS-Biopsien mit den quantitativen Expressionsdaten für B7H2 abgeglichen. 
Eine Korrelation zwischen B7H2-Expressionslevel und Krankheitsverlauf konnte weder für 
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Abbildung 3.16: Zusammenhang zwischen der B7H2-Expression 
(ICOS-L) und der Überlebenszeit bei ERMS (n = 10) und ARMS 
(n = 10); die p-Werte wurden mit der Statistiksoftware SAS 
berechnet. R2 – Regressionskoeffizient. 
 
Überraschend war dennoch die Beobachtung, dass die höchsten B7H2-Expressionswerte – 
gerade anders als erwartet – bei Patienten mit besonders kurzer Überlebenszeit gefunden 
wurden.  
Die fehlende Expression der beiden klassischen Kostimulatoren B7.1 und B7.2 sowie die stark 
variierende und letztlich mäßige Expression des dritten Kostimulators B7H2 bei den RMS-
Zelllinien und Geweben könnten die beobachteten schlechten Lyseraten des „CD3ζ-only“-CAR 
durch die Entwicklung einer T-Zell-Anergie erklären (Abbildung 3.7). Letztlich geklärt werden 
kann diese Frage allerdings nur mit einer Überexpression der Kostimulatoren und der 
anschließenden Kokultivierung „CD3ζ-only“-CAR exprimierender chimärer T-Zellen, was 
nicht Gegenstand dieser Arbeit war. Mit der Einführung der kostimulatrischen CD28-Domäne 
bei Rezeptoren der zweiten Generation erfolgt die Aktivierung der chimären T-Zellen 
unabhängig von der Expression der oben beschriebenen Kostimulatoren und bildet damit, vor 
allem hinsichtlich einer therapeutische Nutzung der Rezeptoren, eine sinnvolle Alternative. Im 
weiteren Verlauf wurde daher vorrangig der CAR der zweiten Generation mit der 
kostimulatorischen CD28-Domäne verwendet.  
 
3.4.3 Expression von Adhäsionsmolekülen bei RMS  
Weiterhin wurden die beiden Adhäsionsmoleküle CD54 (ICAM-1) und CD56 (NCAM), die 
unter inflammatorischen Bedingung in muskulärem Gewebe exprimiert werden160 164 254, bei 
RMS-Tumoren betrachtet.  
Der Myoblasten-Marker166 CD56 erbrachte, mit Ausnahme der ARMS-Zelllinie CRL2061, bei 
allen RMS-Zelllinien eine vergleichbar starke Oberflächenexpression, während CD54 nur bei 
CRL2061, nicht aber bei den anderen Zelllinien nachgewiesen wurde (Abbildung 3.17).  
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Abbildung 3.17: Durchflusszytometrische Analyse der beiden Adhäsionsmoleküle CD54 (ICAM-1) und CD56 
(NCAM) auf der Oberfläche der RMS-Zelllinien; graue Histogramme entsprechen der Proteinexpression, offene 
gestrichelte Histogramme der Sekundärantikörper-Kontrolle. 
 
Für CD56 wurde auch bei den untersuchten RMS-Biopsien (n = 10) eine starke, homogene 
Färbung (n = 10) detektiert (Abbildung 3.18), während die untersuchten Muskelbiopsien nur 
eine geringe CD56-Expression in denervierten oder beschädigten Muskelfasern aufwiesen. Die 
erhöhte CD56-Expression wurde auch auf transkriptioneller Ebene beobachtet, war allerdings 
nur für den ARMS-Subtyp signifikant. Wegen der geringen Zahl verfügbarer ARMS-Biopsien 
war die Bestätigung dieser Ergebnisse auf Proteinebene schwierig. 
 
 
Abbildung 3.18: Expression des Adhäsionsmoleküls CD56 (NCAM) bei RMS. (A) IHC von CD56 an Muskel 
(negativ), sowie je einem ARMS und einem ERMS (Immunperoxidase, 200-fache Vergrößerung). (B) qRT-PCR 
zum Nachweis von CD56 bei ARMS (n = 10) und ERMS (n = 10) im Vergleich zu gesunder Skelettmuskulatur 
(n = 5) (RQ = 1), als Referenzgen diente GAPDH; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005. 
 
Die In-situ-Expression des Adhäsionsfaktors CD54 war im Vergleich zu der CD56-Expression 
nur schwach ausgeprägt und wurde lediglich bei drei ERMS-Fällen beobachtet (Abbildung 
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3.19). Auf transkriptioneller Ebene wiesen die untersuchten RMS-Biopsien (ARMS: n = 10; 
ERMS: n = 10) gegenüber normaler Muskulatur allerdings eine CD54-Überexpression auf, 
wobei für den ARMS-Subtyp höhere Expressionsraten detektiert wurden als für den 
ERMS-Subtyp. Bei vier ERMS-Biopsien wurde außerdem im Zuge einer Chemokinanalyse 
(nicht gezeigt) eine quantitative Proteinbestimmung von CD54 durchgeführt, bei der 
Proteinkonzentrationen von 12 bis 30 µg/ml detektiert wurden. Die Diskrepanz zwischen 
transkriptioneller Expressionsrate und immunhistochemischem Nachweis von CD54 in situ 
könnte auf die Bildung zweier Proteinvarianten zurückzuführen sein. 
 
 
Abbildung 3.19: Expression des Adhäsionsmoleküls CD54 (ICAM-1) bei RMS. (A) IHC von CD54 an Tonsille 
(Positivkontrolle), sowie je einem ARMS (muskelinfiltrierend) und einem ERMS; * Muskel (quergeschnitten), der 
Pfeil weißt auf den Tumoranteil hin (Immunperoxidase; 200-fache Vergrößerung). (B) qRT-PCR zum Nachweis 
von CD54 bei ARMS (n = 10) und ERMS (n = 10) im Vergleich zu gesunder Skelettmuskulatur (n = 5) (RQ = 1), 
als Referenzgen diente GAPDH; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005, RQ – relativer Quotient. 
 
Neben der membrangebundenen Variante wurde für CD54 zusätzlich eine lösliche 
Proteinvariante beschrieben, die anhand der angewendeten Methoden jedoch nicht detektiert 
werden konnte. Bei einigen Lymphomen und Karzinomen korreliert die verstärkte intra-
tumoröse Serumexpression von löslichem CD54 mit einer schlechten Prognose255-257. Inwieweit 
dies für die Prognose bei RMS relevant ist, wurde anhand der Überlebensdaten für die 
untersuchten ARMS- und ERMS-Biopsien untersucht. Dabei korrelierte die verstärkte CD54-
Expression bei ERMS positiv mit dem Überleben (p = 0,02) während für ARMS eine negative 








Abbildung 3.20: Zusammenhang zwischen der CD54-Expression 
und der Überlebenszeit bei ERMS und ARMS; die p-Werte 
wurden mithilfe der Statistiksoftware SAS berechnet. 
R2 - Regressionskoeffizient. 
 
Ob diese Unterschiede zwischen den beiden RMS-Subtypen auf die unterschiedliche Bildung 
der membrangebundenen CD54-Variante bei ERMS oder der löslichen CD54-Variante bei 
ARMS zurückzuführen sind, konnte nicht überprüft werden, da uns keine Seren der 
entsprechenden RMS-Patienten zur Verfügung standen. Ob die membrangebundene Variante 
von CD54 allerdings die Interaktion von T-Zellen und Tumorzellen unterstützen kann, wurde 
im Folgenden am Beispiel von CD54+ RMS-Zelllinien und chimären T-Zellen bzw. NKT/CIK-
Zellen untersucht. 
 
3.4.3.1 Bedeutung der CD54 Expression auf RMS-Zellen für die Lyse durch 
chimäre T-Zellen 
Die Interaktion von zytotoxischen T-Zellen und CD54 exprimierenden Zellen erfolgt über die 
Integrine CD11a/CD18 (LFA-1), die sowohl von nicht-transduzierten als auch chimären T-
Zellen in gleichem Maße exprimiert wurden (Abbildung 3.21). 
 
 
Abbildung 3.21: Durchflusszytometrische Analyse der Expression der Integrine CD11a und CD18 (LFA-1) auf 
nicht-transduzierten peripheren Blutlymphozyten sowie chimären T-Zellen; graue Histogramme entsprechen der 
Proteinexpression, offene gestrichelte Histogramme der Sekundärantikörper Kontrolle. 
 
Da mit Ausnahme der ARMS-Zelllinie CRL2061 bei keiner der untersuchten RMS-Zelllinien 
membrangebundenes CD54 nachgewiesen worden war, wurde dessen Expression über die 
transiente Transfektion mit einem künstlichen CD54-Konstrukt erzwungen (Abbildung 
3.22 (A)). 
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Wie die MTT-Zytotxizitätstests nach der Kokultivierung von CD54 neo-exprimierenden RMS-
Zellen und chimären T-Zellen zeigen (Abbildung 3.22 (B)), wiesen alle ursprünglich 
CD54-negativen Zelllinien nach der Transfektion eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber den 
chimären T-Zellen auf (+10 bis +40%), wobei die Unterschiede bei 4 von 6 Linien signifikant 
bis hochsignifikant waren. Demgegenüber war die schon primär hohe Empfindlichkeit der 
natürlicherweise CD54-positiven Zelllinie CRL2061 durch CD54-Hyperexpression nicht weiter 
zu steigern. Der sensibilisierende Effekt der CD54-Expression wurde mit steigender Relation 
von chimären T-Zellen zu RMS-Zellen deutlicher. Der größte Effekt (+40%) war bei einem 
Effektor:Targetzellverhältnis von 2,5:1 bei den besonders resistenten Linien RH30 und TE671 
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Abbildung 3.22: Transfektionsbedingte Überexpression von CD54 (ICAM-1) durch RMS-Zelllinien und dessen 
Einfluss auf die Zytotoxizität chimärer T-Zellen. (A) Durchflusszytometrische Analyse der CD54 (ICAM-1)-
Expressionsraten 48 h nach Transfektion; grau eingefärbte Histogramme geben die CD54-Expression von 
wt-Zelllinien wider, offene schwarze Histogramme entsprechen der Expression nach CD54-Transfektion. 
(B) MTT-Zytotoxizitätstest von CD54-transfizierten (ø) und nicht-transfizierten (wt) RMS-Zelllinien (je 1x104 
Zellen/well) nach Kokultivierung mit „CD28-CD3ζ“-chimären T-Zellen (48 h) bei zwei verschiedenen 
Effektorzelldichten; die Zytotoxizität von nicht-modifizierten T-Zellen wurde als 0% angenommen.  
 
3.4.3.2 Interaktion von NKT-Zellen mit CD54 (+) RMS-Zelllinien 
Interessant war in dieser Hinsicht auch, ob eine Überexpression des Adhäsionsmoleküls die 
Wirkung normaler, nicht-transduzierter PBL verändert. Dazu wurden zusätzlich sowohl PBL 
als auch NKT/CIK-Zellen mit den CD54-transfizierten Zelllinien kokultiviert.  
 
 
Abbildung 3.23: MTT-Zytotoxizitätstest von nicht-transfizierten (dunkle Farbschattierung) als auch 
CD54-transfizierten (helle Farbschattierung) RMS-Zelllinien (je 1x104 Zellen/well) 48 h nach Kokultivierung mit 
NKT/CIK-Zellen bei zwei verschiedenen Effektorzelldichten. Die Zytotoxizität bei Kultivierung mit nicht 
modifizierten PBLs wurde als 0% angenommen. 
 
Mit Ausnahme der CD54-exprimierenden ARMS-Zelllinie CRL2061, wurde für alle CD54 de 
novo exprimierenden RMS-Zelllinien eine, den chimären T-Zellen vergleichbare, gesteigerte 
Zelllyse beobachtet. Bei den ERMS-Zellen war dieser Effekt bei einem 
Effektor:Targetzellverhältnis von 2,5:1 am größten (+40%), während bei den ARMS-Zelllinien 
bereits ab einem Effektor:Targetzellverhältnis von 1,25:1 die stärksten Effekte (+30%) erzielt 
wurden. 
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3.4.4 Expression inhibitorischer Oberflächenmoleküle bei RMS 
Neben den beschriebenen Molekülen mit kostimulierenden und adhäsionsfördernden Effekten 
sind mittlerweile mehrere inhibitorische Oberflächenmoleküle bekannt, die zu einer Hemmung 
von Effektor-T-Zellen bei der Interaktion mit den Tumorzellen führen. Dazu zählen unter 
anderem B7H1 sowie das erst kürzlich entdeckte B7H3258. 
Die Expression des inhibitorischen Oberflächenmolekül B7H1 (PD-1L) konnte bei den beiden 
ARMS-Zelllinien CRL2061 und RH30 sowie den beiden ERMS-Zellinien RD6 und TE671 in 
unterschiedlicher Ausprägung beobachtet werden, während das Protein weder bei RH41 noch 
bei FLOH1 detektiert wurde (Abbildung 3.24).  
 
 
Abbildung 3.24: Durchflusszytometrische Analyse der B7H1 (PD-1L)- und B7H3-Expression auf der Oberfläche 
von RMS-Zelllinien; graue Histogramme entsprechen der Proteinexpression, offene gestrichelte Histogramme der 
Sekundärantikörper-Kontrolle. 
 
Alle RMS-Zelllinien wiesen zudem eine starke B7H3-Expression auf, die mutmaßlich einen 
hemmenden Einfluss auf die Interaktion von T-Zellen und Tumorzellen hat66 (Abbildung 3.24).  
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Abbildung 3.25: Expression der inhibitorischen Oberflächenmoleküle B7H1 (PD-1L) und B7H3. (A) qRT-PCR 
zum Nachweis von B7H1 und B7H3 bei ARMS (n = 10) und ERMS (n = 10) im Vergleich zu gesunder 
Skelettmuskulatur (n = 5) (RQ = 1), als Referenzgen diente GAPDH; RQ - relativer Quotient. * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,005. (B) Western Blot der B7H3-Expression bei ERMS-Frischgewebe (n = 5) im Vergleich 
zu gesunder Skelettmuskulatur (n = 4), als Ladekontrolle diente β-Aktin. (C) Quantitative Auswertung der B7H3-
Proteinexpression des in (B) dargestellten Western Blots. 
 
In situ wiesen die untersuchten ARMS- (n = 10), nicht jedoch die ERMS-Biopsien (n = 10), 
eine im Vergleich zu Normalmuskel signifikant erhöhte B7H1-Expression auf (Abbildung 
3.25). Proteindaten, die den translationalen Status dieses Proteins bei RMS-Biopsien anzeigen, 
konnten im Verlauf dieser Arbeit nicht gesammelt werden.  
B7H1 führt bei PD-1-positiven zytotoxischen Effektorzellen, neben einer verminderten 
Proliferationsrate zu einer eingeschränkten Zytokinproduktion259 und vermittelt die Anergie der 
Zellen. Die bei RH30 Zellen detektierte starke B7H1-Expression reduziert mutmaßlich auch die 
IFNγ-Sekretion der chimären T-Zellen (Abbildung 3.7). In diesem Zusammenhang konnte 
zudem gezeigt werden, dass chimäre T-Zellen nach Kokultivierung mit RH30 eine, im 
Vergleich zu den schwach B7H1-exprimierenden Zellen RH41, RD6 und TE671, verminderte 
Granzym B-Sekretion aufwiesen (Abbildung 3.26).  
  
3. ERGEBNISSE  93 
 
Abbildung 3.26: (A) ELISA der Granzym B-Sekretion von „CD28-CD3ζ“-chimären T-Zellen 
(1,25x104 Zellen/well) nach Kokultivierung mit vier RMS-Zelllinien (1x104 Zellen/well) mit unterschiedlicher 
B7H1-Expression. Dargestellt sind die Mittelwerte aus Triplikaten und die Standardabweichung der Mittelwerte. 
Die Werte sind um die Granzym B-Sekretion chimärer T-Zellen ohne die Kokultivierung mit Tumorzellen 
bereinigt. (B) IHC von PD-1 bei nicht-transduzierten PBL und „CD28-CD3ζ“-chimären T-Zellen 
(Immunperoxidase; 200-fache Vergrößerung). 
 
Die quantitative Bestimmung der B7H3-mRNA in situ ergab im Vergleich zu Normalmuskel 
eine signifikante Überexpression bei beiden RMS-Subtypen, die sich untereinander nicht 
unterschieden. Die B7H3-Proteinexpression wurde zudem anhand von fünf ERMS-Biopsien im 
Western Blot bestätigt, wobei in drei der fünf ERMS-Biopsien und zwei der vier 
Muskelbiopsien zwei Proteinbanden detektiert wurden. Dabei handelt es sich mutmaßlich um 
verschiedene Isoformen des Proteins. Die quantitative Auswertung der Proteinbanden ergab 
eine tendenziell stärkere Proteinexpression bei RMS-Gewebe, aufgrund hoher 
Standardabweichungen waren die Unterschiede allerdings nicht signifikant (Abbildung 3.25).  
Obwohl keine Korrelation zwischen Expressions- und Überlebensdaten bestand (nicht gezeigt), 
konnte bei Muskelzellen gezeigt werden, dass die Expression von B7H3 einen hemmenden 
Einfluss auf Immunzellen ausübt66. Es war daher die Arbeitshypothese, dass ein „knock down“ 
von B7H3 bei RMS zu einer verbesserten Zelllyse durch chimäre T-Zellen führen könnte. 
 
3.4.4.1 B7H3 knock down  
Die „knock down“-Experimente wurden am Beispiel der beiden ARMS-Zelllinien CRL2061 
(t(2; 13)) und FLOH1 sowie der beiden ERMS-Zelllinien RD6 und TE671 durchgeführt und 
durchflusszytometrisch überprüft. Zwar führte die Transfektion der Zellen mit B7H3-siRNA zu 
einer Verminderung der Expressionsrate, eine totale Inhibierung der Proteinexpression war mit 
dieser Methode allerdings nicht möglich (Abbildung 3.27). Durch den partiellen „knock down“ 
war keine signifikante Verbesserung des zytotoxischen Effektes für CRL2061, FLOH1, RD6 
oder TE671 detektierbar.  
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Abbildung 3.27: (A) Durchflusszytometrische Analyse der B7H3-Expression nach einem „knock down“ mit 
spezifischer siRNA; graue Histogramme entsprechen der B7H3-Expression 48 h nach dem „knock down“, offene 
gestrichelte Histogramme entsprechen der wildtypischen B7H3-Expression der RMS-Zelllinien, offene graue 
Histogramme der Sekundärantikörper Kontrolle. (B) MTT-Zytotoxizitätstest von nicht-transfizierten (dunkle 
Farbschattierung) und mit B7H3-siRNA transfizierten (helle Farbschattierung) RMS-Zelllinien (1x104 Zellen/well) 
nach Kokultivierung (48 h) mit „CD28-CD3ζ“-chimären T-Zellen; die Zytotoxizität nicht-transduzierter PBL 
wurde mit 0% angenommen.  
 
3.4.5 Zusammenfassung der bei RMS-Zelllinien und Geweben exprimierten 
immunologischen Oberflächenmoleküle 
Tabelle 3.3 bietet eine Zusammenfassung des Expressionsprofils der untersuchten 
Oberflächenrezeptoren bei RMS-Zelllinien.  
 
Tabelle 3.3: Durchflusszytometrisch bestimmte Expressionsprofile immunologisch relevanter 
Oberflächenmoleküle aller verwendeten RMS-Zelllinien. 
Oberflächenrezeptor CRL2061 RH30 RH41 FLOH1 RD6 TE671 
MHC-I - +++ ++ +++ +++ +++ 
MHC-II - - - ++ - - 
B7.1 (CD80) - - - - - - 
B7.2 (CD86) - - - - - - 
B7H2 (ICOS-L) - + - + + + 
CD54 (ICAM-1) ++ - - - - - 
CD56 (NCAM) + ++ + ++ ++ ++ 
B7H1 (PD-1L) + ++ - - + + 
B7H3 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- keine Expression, + schwache Expression, ++ mittelstarke Expression, +++ starke Expression  
 
Dabei fällt auf, dass sich die beiden ERMS-Zelllinien stark ähneln, während die ARMS-
Zelllinien – auch jene mit gleicher t(2; 13) Translokation – sehr heterogen erscheinen. Gerade 
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die ARMS-Zelllinie CRL2061 unterschied sich durch die fehlende MHC-I- und die verstärkte 
CD54-Expression von den anderen ARMS-Zelllinien, während RH41 bei allen untersuchten 
Molekülen, mit Ausnahme von B7H3, im Vergleich zu den anderen Linien eine stark 
verminderte Proteinexpression aufwies. Für die chimäre T-Zelltherapie ist insbesondere die 
fehlende Expression der Kostimulatoren und die starke Expression von inhibitorischen 
Oberflächenmolekülen (B7H1 und B7H3) von potenzieller Bedeutung, während die Expression 
der MHC-Moleküle nur von untergeordneter Relevanz sein dürfte. 
 
Tabelle 3.4: Expression immunologisch relevanter Oberflächenmoleküle bei RMS anhand von Paraffingewebe 
Oberflächenrezeptor B7.1 B7.2 B7H2 CD54 CD56 HLA-G 
 
 

























ARMS (n = 2) - (2)  
n.b. (2) 




- / + (2) 
Muskel (n = 5) - (5) n.b. (5) - (5) - (5) - (5) +++ (5) 
- keine Expression, + schwache Expression, ++ mittelstarke Expression, +++ starke Expression, n.b. – nicht 
bestimmt 
 
Bedingt durch die geringe Anzahl an zur Verfügung stehenden Biopsien ließ sich in situ kein 
ERMS- oder ARMS-spezifisches Expressionsmuster von kostimulatorischen oder 
koinhibitorischen Oberflächenmolekülen nachweisen. Die vorangegangenen Kapitel deuten 
allerdings darauf hin, dass die verwendeten Zelllinien das Expressionsprofil der RMS-Gewebe 
wiedergeben und somit eine gute Basis für weitere In-vitro-Versuche sind.  
 
3.5 Einfluss von IFNγ auf RMS-Zelllinien 
Von einigen der oben betrachteten Oberflächenmoleküle ist bekannt, dass ihre Expression 
durch die Bereitstellung immun-modulatorischer Zytokine, wie IFNγ oder TNFα, verändert 
wird. Die mögliche Expressionssteigerung des Target-Antigens (fAChR) oder 
kostimulatorischer Moleküle kann für eine chimäre T-Zelltherapie von Vorteil sein, während 
bei einer verstärkten Expression inhibitorischer Oberflächenmoleküle nachteilige Effekte zu 
erwarten sind. In einer früheren Arbeit über die Wirkung chimärer T-Zellen auf RMS wurde 
zudem die Hypothese geäußert, dass die Apoptose der RMS-Zelllinien durch die hohen lokalen 
IFNγ-Spiegel bedingt sein könnte, die nach Erkennung und Bindung des Target-Antigens durch 
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die zytotoxischen T-Zellen zu beobachten sind223. Das Folgende Kapitel beschäftigt sich mit 
den Auswirkungen von IFNγ und teilweise auch TNFα auf die Expression diverser, funktionell 




Bei RMS-ähnlichen Myoidzellen aus dem Thymus wurde gezeigt, dass die Expression aller 
AChR-Untereinheiten durch IFNγ gesteigert werden kann260. Demzufolge könnte die 
Stimulation von RMS-Zellen mit IFNγ über den „Umweg“ einer Überexpression des fAChR zu 
einer besseren Erkennung durch die Effektorzellen und dadurch zu einer verbesserten Zelllyse 
führen. Diese Hypothese wurde in den nachfolgenden Experimenten überprüft. Als Kontrolle 
für die IFNγ-Wirkung wurde die Expression der beiden klassischen IFNγ-„response“-Gene 
MHC-I und MHC-II nach IFNγ-Inkubation betrachtet.  
 
 
Abbildung 3.28: Durchflusszytometrische Analyse von fAChR, MHC-I und MHC-II 48 h nach Inkubation mit 
IFNγ in Hungermedium (1% FBS); gefüllte Histogramme entsprechen der Expression des jeweiligen Proteins 
nach IFNγ-Stimulation, offene Histogramme entsprechen der Expression ohne IFNγ-Stimulation, gestrichelte 
offene Histogramm entsprechen der Sekundärantikörper-Kontrolle. 
 
Vergleicht man die MHC-I-Expression der IFNγ-sensitiven Colonkarzinom-Zelllinie HT29 mit 
den RMS-Zelllinien fällt auf, dass eine Expressionssteigerung lediglich bei der ARMS-Zelllinie 
RH41 in signifikantem Ausmaß erfolgte. Dahingegen war die Expressionssteigerung bei den 
3. ERGEBNISSE  97 
beiden ERMS-Zelllinien RD6 und TE671 nur mäßig, während die ARMS-Linien CRL2061, 
RH30 und FLOH1 gar nicht auf die Behandlung mit IFNγ ansprachen. Weiterhin wurde bei 
keiner der RMS-Zelllinien eine Induktion der MHC-II-Expression oder fAChR-Expression 
detektiert (Abbildung 3.28).  
Diese Beobachtung wurde auch für andere im Verlauf der Arbeit untersuchten Gene gemacht. 
Zusätzlich wurde hierbei auch der Einfluss von TNFα untersucht. Außer bei der ARMS-
Zelllinie RH41, deren B7H1-Expression durch IFNγ und deren B7H2-Expression in geringem 
Maße durch TNFα beeinflusst wurde, konnte bei den RMS-Zelllinien keine Veränderungen der 
Genexpression nach Zytokingabe beobachtet werden (Abbildung 3.29 zeigt exemplarisch drei 
der sechs RMS-Zelllinien).  
 
 
Abbildung 3.29: Durchflusszytometrische Analyse der Expression verschiedener IFNγ-„response“-Gene nach 
Inkubation mit 100 ng/ml IFNγ oder 50 ng/ml TNFα über einen Zeitraum von 48 h. Die Inkubation erfolgte in 
Hungermedium mit 1% FBS; gefüllte Histogramme entsprechen der Proteinexpression nach 
IFNγ/TNFα-Stimulation, offene Histogramme entsprechen der Expression ohne IFNγ/TNFα-Stimulation, offene 
gestrichelte Histogramm entsprechen der Sekundärantikörper-Kontrolle. 
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3.5.2 IFNγ-abhängige Apoptose-Stimulation bei RMS-Zelllinien 
Im vorangegangenen Abschnitt wurde gezeigt, dass RMS-Zelllinien offensichtlich schlecht auf 
eine Stimulation mit IFNγ ansprechen. Im Folgenden wurde die in Vorarbeiten aufgestellte 
Hypothese überprüft, dass chimäre T-Zellen durch die IFNγ Ausschüttung nach Erkennung und 
Bindung des Target-Antigens, die Apoptose bei den RMS-Zellen induzieren223. 
Entgegen der zuvor geäußerten Vermutung, führte die Behandlung mit IFNγ über einen 
Zeitraum von 96 h bei den Zelllinien FLOH1, RD6 und TE671 weder zu einer Apoptose-
Induktion, noch zu einer Beeinträchtigung der Proliferation. Bei den beiden translokations-
positiven ARMS-Zelllinien CRL2061 und RH41 wurde durch die Zugabe von IFNγ lediglich 
ein Zellzyklusarrest induziert, während RH30 als einzige untersuchte RMS-Zelllinie nach 72 h 
eine Verminderung lebender Zellen aufwies (Abbildung 3.30 (A)). Im Gegensatz dazu zeigte 
die IFNγ-sensitive Zelllinie HT29 bereits nach 24 h eine verminderte Proliferationsrate und 
eine Abnahme stoffwechselaktiver Zellen nach 48 h (Abbildung 3.30 (B)). 
 
 
Abbildung 3.30: MTT-Test zur Darstellung der Überlebensrate von RMS-Zelllinien (A) und der IFNγ-sensitiven 
Zelllinie HT29 (B) mit und ohne IFNγ-Behandlung. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert aus Triplikaten sowie der 
Standardfehler des Mittelwertes. Der Anteil stoffwechselaktiver Zellen in (%) bezieht sich auf nicht behandelte 
Zellen zum Zeitpunkt 0 h. 
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Die im MTT-Test erhaltenen Ergebnisse wurden anhand einer Annexin V/PI-Doppelfärbung 
bei den Zelllinien RH30, FLOH1 und TE671 ebenso wie der Kontroll-Zelllinie HT29 
überprüft. Die IFNγ-Behandlung führte bei den HT29-Zellen zeitabhängig zu einer 
kontinuierlichen Zunahme doppelt-positiver Zellen, die einen späten apoptotischen bzw. 
nekrotischen Phänotyp repräsentieren. Demgegenüber war bei den beiden untersuchten RMS-
Zelllinien FLOH1 und TE671, passend zu den funktionellen Analysen, über den gesamten 
Zeitraum keine Zunahme Annexin V/PI-positiver Zellen zu verzeichnen, während bei den 
IFNγ-sensitiven RH30-Zellen (s. oben) der Anteil doppelt-positiver Zellen nach 96 h bei 60% 
lag (Abbildung 3.31 A).  
 
 
Abbildung 3.31: (A) Durchflusszytometrische Analyse von IFNγ-behandelten Zellen nach Annexin V/PI-Färbung. 
Dargestellt ist der Anteil der PI-positiven Zellen abhängig von der Zeit. (B) „Dot Blot“ einer Annexin V/PI- 
Doppelfärbung bei IFNγ-behandelten HT29 Zellen nach 24, 48, 72 und 96 h. (C) Western Blot der Caspase 8-
Spaltung bei den untersuchten RMS-Zelllinien sowie der Kontroll-Zelllinie HT29 24 h nach IFNγ-Stimulation. 
Nachweisbar waren das Volllängen-Protein p57 sowie die Caspase 8-Fragmente p43/41 und p18. β-Aktin diente 
als Ladekontrolle. PI – Propidiumiodid. 
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Die IFNγ-vermittelte Apoptose-Induktion bei der Colonkarzinom-Zelllinie HT29 wird über die 
Spaltung der Procaspasen 3, 7, 8 und 9 vermittelt261. In der vorliegenden Arbeit wurde die 
Apoptose-Induktion anhand der Caspase 8-Spaltung bestätigt. Die Spaltprodukte P43/P41 und 
P18 wurden allerdings bei keiner der untersuchten RMS-Zelllinien detektiert, inklusive der 
ARMS-Zelllinie RH30 (Abbildung 3.31).  
 
3.5.3 Der IFNγ-Signaltransduktionsweg bei RMS  
Aufgrund der Resistenz von RMS-Zelllinien gegenüber einer IFNγ-vermittelten Apoptose 
wurde IFNγ als auslösender Faktor für eine durch chimäre T-Zellen vermittelte Zytotoxizität 
ausgeschlossen. Da zusätzlich ein Ansprechen diverser IFNγ-„response“-Gene auf die 
Zytokinbehandlung ausbleibt und die Resistenz von Tumorzellen gegenüber IFNγ eine Rolle 
bei der Tumorentstehung spielt62, wurde im Weiteren die Funktionalität des 
IFNγ-Signaltransduktionsweges bei RMS-Zellen untersucht. Zunächst wurde dazu die 
Expression der beiden IFNγ-Rezeptoren IFNGR1 und 2 kontrolliert, wobei besonders IFNGR2 
als limitierender Faktor im IFNγ-Signalweg gilt 262.  
Tatsächlich wurde IFNGR2 im Gegensatz zu IFNGR1 von den RMS-Zelllinien nur schwach 
exprimiert. Das Expressionsniveau entsprach allerdings in beiden Fällen demjenigen der 
IFNγ-sensitiven Kontroll-Zelllinie HT29 (Abbildung 3.32). Die Langzeitinkubation mit IFNγ 
führte zudem zu einer physiologische Abnahme von IFNGR1, von der bekannt ist, dass sie auf 
einem Rezeptor-Recycling beruht263 (nicht gezeigt). 
 
 
Abbildung 3.32: Durchflusszytometrische Analyse der IFNGR1- und IFNGR2-Expression auf translokations-
positiven (t(2;13)) und einer translokations-negativen ARMS sowie zwei ERMS-Zelllinien; gefüllte Histogramme 
entsprechen der Expression der IFNGR1 (oben) bzw. 2 (unten), offene gestrichelte Histogramme entsprechen der 
Sekundärantikörper-Kontrolle.  
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Mutationen, welche die für die Funktionalität der IFNGR1-Signaltransduktion essentielle 
STAT1-Phosphorylierungsstelle YDKPH (Y440) bzw. das JAK-Bindemotiv LPKS betreffen264, 
konnten durch Sequenzierung ausgeschlossen werden (nicht gezeigt).  
Der nächste wichtige Schritt im IFNγ-Signaltransduktionsweg ist die Phosphorylierung von 
STAT-1, das im Zellkern die Induktion von IFNγ-„response“-Genen vermittelt. Die 
Phosphorylierung dieses Transkriptionsfaktors wurde bei allen RMS-Zelllinien detektiert, die 




Abbildung 3.33: Western Blot Analyse der Phosphorylierung von STAT-1 bei RMS-Zelllinien und HT29 
Kontroll-Zellen ohne Stimulation und 24 h bzw. 48 h nach Stimulation mit 100 ng/ml IFNγ. Als Ladekontrolle 
diente β-Aktin. 
 
3.5.4 Regulierung von IFNγ-Target-Genen auf transkriptioneller Ebene 
Um zwischen einer transkriptionellen und posttranskriptionellen Regulationsstörung des IFNγ-
Signalwegs in RMS-Zellen unterscheiden zu können, wurde die Expression von MHC-I, 
MHC-II sowie der α- und γ-UE des AChR mittels quantitativer „real time“-PCR (qRT-PCR) in 
IFNγ behandelten (48 h) und unbehandelten Zellen vergleichend untersucht.  
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Abbildung 3.34: Quantitative Bestimmung der Expression von AChRα- (A) und AChRγ-mRNA (B) in RMS-
Zellen sowie von MHC-I- (C) und MHC-II-mRNA (D)  in RMS und HT29 Kontroll-Zellen mittels qRT-PCR 48 h 
nach IFNγ-Behandlung (100 ng/ml IFNγ). Die Expression wurde auf GAPDH normalisiert und mit nicht 
behandelten Zellen verglichen (RQ = 1); * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005, RQ – relativer Quotient. 
 
Für die beiden untersuchten UE des AChR konnte lediglich bei RH30, FLOH1 und im Falle der 
γ-UE auch für RD6 eine signifikante Expressionsteigerung nachgewiesen werden. 
Demgegenüber war für MHC-I und MHC-II in allen RMS-Zelllinien eine signifikante 
IFNγ-abhängig Steigerung der Expression detektierbar, die aber im Vergleich zu der 
IFNγ-sensitiven Positivkontrolle, d.h. HT29-Zellen, gering war: die Steigerung war bei RMS-
Zellen im Falle der MHC-I-Expression um den Faktor 3, im Falle der MHC-II-Expression im 
Durchschnitt sogar um den Faktor 2x104 niedriger als in HT29-Zellen (Abbildung 3.34).  
 
3.5.5 SOCS-1 
Ein weiteres zentrales regulatorisches Molekül für den IFNγ-Signalweg ist der Suppressor of 
Cytokine Signaling (SOCS-1). SOCS-1 wirkt als STAT-1 induzierbarer STAT-1-Inhibitor und 
kann somit den IFNγ-Signaltransduktionsweg unterbrechen.  
Bei der Kontrolle der SOCS-1-Expression wurde in den RMS-Zelllinien eine um den Faktor 7 
höhere spontane SOCS-1-Expression gefunden als in den IFNγ-sensitiven HT29-Zellen 
(Abbildung 3.35 (A)). Die Induzierbarkeit von SOCS-1 durch IFNγ war in RMS-Zellen zwar 
vorhanden (Abbildung 3.35 (C)), jedoch in wesentlich geringerem Maße als bei der 
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Kontrollzelllinie HT29 (Abbildung 3.35 (B)): die SOCS-1 RNA nahm in RMS-Zelllinien nur 
um den Faktor 3 zu, während in IFNγ-behandelten HT29-Zellen gegenüber unbehandelten 
Zellen eine Steigerung um den Faktor 200 stattfand (Abbildung 3.35 (D)).  
 
 
Abbildung 3.35: Quantitative Bestimmung der Expression von SOCS-1 mRNA in RMS-Zellen und 
HT29-Kontroll-Zellen mittels qRT-PCR. Die Expression wurde jeweils auf GAPDH normalisiert. (A) Vergleich 
von unbehandelten RMS-Zellen mit unbehandelten HT29-Kontroll-Zellen (RQ = 1). (B) Vergleich von IFNγ-
behandelten RMS-Zellen mit IFNγ-behandelten HT29-Zellen (RQ = 1). (C) Vergleich von IFNγ-behandelten 
RMS-Zellen mit nicht behandelten RMS-Zellen (RQ = 1). (D) Vergleich von IFNγ-behandelten HT29 mit nicht 
behandelten HT29-Zellen (RQ = 1); * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005, RQ – relativer Quotient. 
 
3.5.6 Epigenetische Mechanismen 
Da epigenetische Modifikationen wie die Methylierung von Promotorregionen eine 
verminderte Genexpression von Target-Genen bewirken können, wurde die Methylierung der 
oben untersuchten IFNγ-„response“-Gene durch die Behandlung der RMS-Zelllinien mit 
demethylierendem 5-Aza-2’-deoxycytidin (5‘ Aza) untersucht.  
Die Vorbehandlung der RMS-Zelllinien mit 5‘ Aza über einen Zeitraum von 72 h und die 
anschließende Inkubation mit IFNγ über weitere 48 h konnte die Genexpression weder beim 
fAChR noch bei MHC-II induzieren. Im Gegenteil bewirkte die Gabe von 5‘ Aza sogar eine 
verminderte MHC-II-Expression bei FLOH1 (Abbildung 3.36 (A)) und eine eingeschränkte 
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MHC-II-Induktion bei HT29 Zellen (Abbildung 3.36 (A) und Abbildung 3.28). 
 
Abbildung 3.36: (A) Regulation der MHC-II und fAChR-Genexpression nach der Behandlung der Zellen mit 
5‘ Aza und IFNγ. Die Abbildung zeigt exemplarisch die durchflusszytometrischen Analysen von drei der sechs 
RMS-Zelllinien sowie der Kontroll-Zelllinie HT29; offene gestrichelte Histogramme entsprechen der 
Sekundärantikörper-Kontrolle, schwarze offene Histogramme unbehandelten Zellen, grüne offene Histogramme 
5‘ Aza-behandelten Zellen und orangene offene Histogramme 5‘ Aza/IFNγ-behandelten Zellen. (B) MTT-Test zur 
Bestimmung der Überlebensrate von RMS-Zelllinien nach 5‘ Aza Behandlung mit und ohne IFNγ über einen 
Zeitraum von 72 h und 96 h. Dargestellt sind jeweils die stoffwechselaktiven Zellen in (%) bezogen auf 5‘ Aza-
behandelte Zellen zum Zeitpunkt 0 h. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005. 
 
Die Inkubation von RMS-Zelllinien mit 5‘ Aza und IFNγ über einen Zeitraum von 96 h erhöhte 
weder bei den beiden ERMS-Zelllinien RD6 und TE671 noch bei der translokations-negative 
ARMS-Zelllinie FLOH1 die Sensitivität gegenüber IFNγ. Die ARMS-Zelllinien CRL2061 und 
RH30 wiesen verminderte Überlebensrate auf (p<0.005), die bei der ARMS-Linie RH41 
marginal ausfiel (p < 0.05). Da RH30-Zellen allerdings auch ohne die Behandlung mit 5‘ Aza 
auf IFNγ vermindertes Überleben zeigen (Abbildung 3.30), ließ sich lediglich für 
CRL2061-Zellen ein signifikant besseres Ansprechen auf IFNγ nach der Inkubation mit 5‘ Aza 
erreichen (Abbildung 3.36).  
 
3.6 Apoptose-Mechanismen bei RMS 
Aufgrund der stark gehemmten IFNγ-induzierten Apoptose bei RMS-Zelllinien im Vergleich 
zu HT29-Zellen und des relativ schlechten Ansprechens der RMS-Zellen auf die chimären 
fAChR-spezifischen T-Zellen, wurden im Folgenden weitere Signaltransduktionswege mit 
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Relevanz für die Apoptose analysiert. Von besonderem Interesse erschien primär die durch die 
Todesrezeptoren FAS-L und TRAIL-induzierbare Apoptose, da Verträglichkeit und 
Wirksamkeit von TRAIL bei der Behandlung von Tumoren in klinischen Phase I/II-Studien 
gegenwärtig überprüft werden265. Später wurden auch Mechanismen des mitochondrialen 
Apoptosewegs analysiert.  
 
3.6.1 Extrinsische Apoptoseregulation bei RMS-Zelllinien 
TRAIL: Die untersuchten RMS-Zelllinien unterschieden sich stark hinsichtlich ihrer 
Sensitivität gegenüber TRAIL (Abbildung 3.37). Während die ARMS-Zelllinien CRL2061, 
RH30 und FLOH1 ab einer TRAIL-Konzentration von 5 ng/ml signifikant verminderte 
Überlebensraten aufwiesen, sprachen die RH41-Zellen erst ab einer Konzentration von 
10 ng/ml auf die Behandlung an. Die ERMS-Zelllinien RD6 und TE671 wurden dagegen kaum 
(10 ng/ml RD6) bzw. gar nicht beeinflusst (Abbildung 3.37 (A)). 
Die Ergebnisse wurden mittels einer Annexin V/PI-Färbung für die sensitiven Zelllinien 
bestätigt, die über einen Zeitraum von 24 h eine Zunahme doppelt-positiver Zellen aufwiesen 
(Abbildung 3.37 (B) zeigt exemplarisch die Zelllinie FLOH1). Dahingegen veränderte sich der 
Anteil apoptotisch/nekrotischer Zellen bei der resistenten RMS-Zelllinie TE671 kaum 
(Abbildung 3.37 (B)). Dass es sich bei den doppelt-positiven Zellen um apoptotische Zellen 
handelte, belegte der Nachweis von Caspase 8-Spaltprodukten (Abbildung 3.37 (C)). Entgegen 
den Erwartungen wurde allerdings auch für TE671 eine Spaltung der Procaspase 8 detektiert, 
wobei im Vergleich zu den sensitiven Zelllinien der Anteil des Volllängenproteins höher war 
(Abbildung 3.37 (D)).  
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Abbildung 3.37: Einfluss von TRAIL auf das Überleben von RMS-Zelllinien. (A) Überlebensraten von RMS-
Zelllinien nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen TRAIL (10 ng/ml bzw. 5ng/ml) über einen 
Zeitraum von 48 h in Medium mit 1% FBS. Die Überlebensrate nicht behandelter Zellen (nach 48 h) wurde als 
100% angenommen. Gezeigt sind die Mittelwerte sowie deren Standardabweichungen aus vier unabhängigen 
Versuchen. (B) „Dot Blot“ einer Annexin V/PI-Färbung Doppelfärbung bei TRAIL (5 ng/ml) behandelten FLOH1 
und TE671 Zellen nach 12 und 24 h Inkubationszeit. (C) Western Blot der Caspase 8-Spaltung nach 24 h TRAIL-
Stimulation (10 ng/ml) bei RMS-Zelllinien. Nachweisbar waren das Volllängen-Protein p57 sowie die 
Caspase 8-Fragmente p43/41 und p18; β-Aktin diente als Ladekontrolle. (D) Quantitative Auswertung des 
Caspase-8 Western Blots aus (C). Dargestellt sind die auf die Negativkontrollen abgeglichenen relativen 
Bandenintensitäten nach TRAIL-Behandlung; PI – Propidiumiodid. 
 
FAS-L: Im Gegensatz zu TRAIL führte die Behandlung der RMS-Zelllinien, auch mit der 
50-fachen Menge der vom Hersteller empfohlenen Dosis (ED50 Konzentration: 1 ng/ml) 
lediglich zu geringen (bei CRL2061 und FLOH1) bzw. keinerlei Wachstumseinschränkungen. 
Für TE671 wurde sogar eine verstärkte Proliferationsrate detektiert. Dahingegen wurden bei 
der Ewing-Sarkom-Zelllinie RH1 bereits ab einer Konzentration von 5 ng/ml antiproliferative 
Effekte beobachtet (Abbildung 3.38 (A)). Gleichzeitig führte die Inkubation mit FAS-L bei 
keiner der RMS-Zelllinien zu einer Zunahme Annexin V/PI-positiver Zellen, während RH1 
einen massiven Zuwachs doppelt-positiver Zellen aufwies (Abbildung 3.38 (C) zeigt 
exemplarisch zwei der sechs RMS-Zelllinien). Als Ursache für das schlecht Ansprechen der 
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RMS-Zelllinien auf FAS-L wurde gezeigt, dass keine der untersuchten RMS-Zelllinien den 
FAS-L-Rezeptor FAS auf der Zelloberfläche exprimiert, während RH1 eine ausreichende 
Expression zeigte (Abbildung 3.38 (D)).  
Die Wirkung der chimären T-Zellen bei der oben vorgestellten T-Zelltherapie auf RMS-Zellen 
ist somit nicht FAS-L vermittelt.  
 
Abbildung 3.38: Einfluss von FAS-L auf das Überleben von RMS-Zelllinien. (A) Überlebensraten von RMS-
Zelllinien nach Behandlung mit 50 ng/ml FAS-L über einen Zeitraum von 48 h in Medium mit 1% FBS. Die 
Überlebensrate nicht behandelter Zellen (nach 48 h) wurde mit 100% angenommen. Gezeigt sind die Mittelwerte 
sowie deren Standardabweichungen aus drei unabhängigen Versuchen. (B) Überlebensrate der Ewing-Sarkom-
Zelllinie RH1 nach Behandlung mit 1 und 5 ng/ml FAS-L über einen Zeitraum von 48 h in Medium mit 1%FBS. 
Die Überlebensraten nicht behandelter Zellen (nach 48 h) wurde als 100 % angenommen. (C) „Dot Blot“ einer 
Annexin V/PI-Färbung Doppelfärbung bei FAS-L (50 ng/ml) behandelten FLOH1-, TE671- und RH1- (positive 
Kontrolle) Zellen nach 12 und 24 h Inkubationszeit. (D) Expression von FAS auf der Oberfläche von RMS-
Zelllinien und der Ewing-Sarkom-Zelllinie RH1; gefüllte Histogramme entsprechen der Expression des Gens; 
offene Histogramm entsprechen der Sekundärantikörper-Kontrolle. 
 
TNFα: Die Behandlung der RMS-Zelllinien mit TNFα führte – außer bei der ARMS-Zelllinie 
RH41 – zu keiner Proliferationshemmung (im MTT-Assay nach 48 h) (Abbildung 3.39 (A)). 
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Abbildung 3.39: Einfluss von TNFα auf das Überleben von RMS-Zelllinien. (A) Überlebensraten von RMS-
Zelllinien nach Behandlung mit 10 ng/ml TNFα über einen Zeitraum von 48 h in Medium mit 1% FBS. Die 
Überlebensrate nicht behandelter Zellen (nach 48 h) wurde als 100% angenommen. Gezeigt sind die Mittelwerte 
aus drei unabhängigen Versuchen. (B) „Dot Blot“ einer Annexin V/PI-Färbung Doppelfärbung bei TNFα 
(50 ng/ml) behandelten RH41 nach 12 und 24 h Inkubationszeit. 
 
Die TNFα bedingte, verminderte Anzahl von stoffwechselaktiven RH41 war ausschließlich auf 
eine Wachstumseinschränkung zurückzuführen, da in den durchflusszytometrischen Analysen 
weder RH41 (Abbildung 3.39 (B)) noch eine der anderen RMS-Linien (nicht gezeigt) eine 
Zunahme von Annexin V/PI-positiven Zellen aufwies. 
 
3.6.2 Expression von apoptotisch relevanten Proteinen der intrinsischen 
Apoptoseregulation bei RMS  
Wie oben gezeigt reagieren RMS-Zellen – von der einheitlichen Resistenz gegenüber IFNγ und 
FAS-L abgesehen – recht unterschiedlich auf proapoptotische Stimuli einschließlich chimärer 
T-Zellen. Angesichts dieser Heterogenität und der zugrunde liegenden Mechanismen wurden 
im Rahmen dieser Arbeit auch die intrinsischen pro- und antiapoptotischen Faktoren 
untersucht, speziell solche die eine Relevanz für die Resistenz der RMS-Zelllinien gegenüber 
zytotoxischen T-Zellen haben könnten. 
 
3.6.2.1 Expression bei RMS-Zelllinien 
Um einen Überblick über die Bedeutung intrinsischer, Apoptose-relevanter Moleküle bei RMS-
Zellen zu erhalten, wurde deren Expression zuerst auf RNA-Ebene mittels RT-qPCR analysiert 
und mit der Expression in gesunder Skelettmuskulatur verglichen.  
Zu den ausgewählten proapoptotischen Molekülen gehörten Bax, Bid, Bim, Noxa, Puma und 
SMAC, von denen besonders Bax, Bid und Bim sowie Noxa bei RMS vermehrt exprimiert 
wurden, während SMAC keinen Expressionsunterschied aufwies und Puma herab reguliert war 
(Abbildung 3.40). 
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Abbildung 3.40: Relative Expression einiger ausgewählter pro- und antiapoptotischer Faktoren bei RMS. Die 
RMS-Zelllinien wurden anhand der verschiedenen Subtypen unterteilt dargestellt. Die Expression wurde auf 
GAPDH normalisiert und mit gesunder Skelettmuskulatur verglichen (RQ = 1); * p < 0,05, ** p < 0,01, 
*** p < 0,005; RQ – relativer Quotient. 
 
Demgegenüber wurden mehrere antiapoptotische Moleküle der Bcl-2-Familie (Bcl-2, Bcl-XL, 
und Mcl-1) in den RMS-Zelllinien nicht vermehrt exprimiert. Die quantitative RT-PCR-
Analyse einer weiteren Familie antiapoptotischer Faktoren, die als IAP (inhibitor of 
apoptosis)-Familie bekannt ist, erbrachte hingegen eine Überexpression von drei der vier 
Familienmitglieder: cIAP1, XIAP und Survivin, wobei Survivin die stärkste 
Expressionssteigerung im Vergleich zu gesundem Muskel aufwies. cIAP2 wurde nicht 
signifikant anders als im Muskel exprimiert. Bzgl. dieses „antiapoptotischen Profils“ wiesen 
ARMS und ERMS keine starken Expressionsunterschiede auf (Abbildung 3.40). 
Die vermehrte Expression der IAP-Mitglieder cIAP1, cIAP2, XIAP und Survivin wurde auf 
Proteinebene bestätigt. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass auch cFLIP, von allen RMS-Zelllinien 
ausreichend exprimiert wird und somit in die Apoptose-Induktion durch die oben betrachteten 

















Abbildung 3.41: Western Blot der IAP-Mitglieder cIAP1, cIAP2, 
XIAP und Survivin sowie des antiapoptotischen Faktors cFLIP bei 
RMS-Zelllinien. Als Ladekontrolle diente β-Aktin. 
 
3.6.2.2 Expression bei RMS-Geweben 
Die Expression der in vitro untersuchten Faktoren wurde, wie im Fall der 
Oberflächenmoleküle, anhand der zur Verfügung stehenden RMS-Biopsien kontrolliert.  
Auf transkriptioneller Ebene wurde, konkordant zu den Zelllinien, eine stark verminderte 
Expression des proapoptotischen Faktors Puma beobachtet. Bei den ERMS-Geweben war 
zudem die SMAC-Expression erniedrigt (Abbildung 3.42 (A)). Demgegenüber waren die 
antiapoptotischen Faktoren der Bcl-2-Familie und cFLIP im Vergleich zu Muskulatur 
signifikant hochreguliert, ein Befund der diskrepant zu den Befunden der RMS-Zelllinien war 
(vgl. Abbildung 3.40). Die Mitglieder der IAP-Familie, speziell cIAP1, Survivin und XIAP, 
zeigten, verglichen mit Muskulatur in RMS, ebenfalls eine verstärkte Expression und waren 
somit wiederum mit der Expression in den RMS-Zelllinien vergleichbar (Abbildung 3.42 A). 
Auf Proteinebene wurde die Expression von cIAP1, cIAP2, XIAP, Survivin und cFLIP mittels 
Western Blot (Abbildung 3.42. (B)) und Immunhistochemie (Abbildung 3.42 (C)) untersucht 
und mit normaler Muskulatur verglichen. Dabei zeigte die IAP-Familie eine konsistente 
signifikante Überexpression in RMS gegenüber Muskulatur, während die cFLIP 
Überexpression minimal und nicht signifikant war (Abbildung 3.42 (D)). 
Für die weitere Arbeit wurde der Schwerpunkt aufgrund der gleichmäßig starken Expression 
durch die RMS-Zelllinien und Gewebe (Abbildung 3.41 und 3.42) auf die antiapoptotischen 
Moleküle der IAP-Familie gelegt.  
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Abbildung 3.42: Relative RNA-Expression einiger ausgewählter pro- und antiapoptotischer Faktoren in RMS-
Biopsien (ARMS: n = 10; ERMS: n = 10) im Vergleich zu gesunder Skelettmuskulatur (n = 5) (qRT-PCR; 
RQ = 1). Die Befunde wurden nach RMS Subtypen getrennt dargestellt. (B) Western Blot Analyse der Expression 
von XIAP, Survivin und cFLIP in ERMS und Muskelbiopsien; als Ladekontrolle diente β-Aktin. (C) IHC von 
cIAP1, cIAP2, Survivin und XIAP an je einer ARMS- und einer ERMS-Biopsie. Im Fall des cIAP1, XIAP und 
Survivin gefärbten ARMS lag ein muskelinfiltrierender Tumor vor, der Tumoranteil (mit einem Pfeil 
gekennzeichnet) lag in der Nachbarschaft cIAP1-, XIAP- und Survivin-negativer quergestreifter Muskulatur (*) 
(Immunperoxidase; 200-fache Vergrößerung) (D) Quantitative Analyse der XIAP-, Survivin- und cFLIP-
Expression des in (B) dargestellten Western Blots. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005. 
 
Beim Abgleich von Überlebens- (overall survival) und RNA-Daten stellte sich außerdem 
heraus, dass die Survivin-Expression negativ mit dem Überleben von ERMS-Patienten 
korreliert (Abbildung 3.43). Alle anderen Faktoren hatten keinen signifikanten Einfluss auf die 
Überlebensdauer (nicht gezeigt).  




Abbildung 3.43: Zusammenhang zwischen der Survivin-
Expression und der Überlebenszeit bei ERMS (n = 10) und ARMS 
(n = 10); die angegeben p-Werte wurden mit der Statistiksoftware 
SAS berechnet. 
 
3.6.2.3 Einfluss von SMAC-Mimetic (IAP-Antagonisten) auf RMS-Zelllinien 
Unter präklinischen und translationalen Aspekten wurden die antiapoptotischen Moleküle der 
IAP-Familie bei RMS näher untersucht bzw. manipuliert. Da IAPs bei RMS-Zelllinien und 
Biopsien eine konkordante Überexpression zeigten, stellen die Zelllinien ein sinnvolles Modell 
der In-vivo-Situation dar.  
Zunächst wurde die Inhibierung der IAPs durch ein sog. SMAC-Mimetic (IAP-Antagonist; 
IAP-A) angestrebt. SMAC-Mimetics sind kleine Moleküle, die sowohl die Aktivität von cIAP1 
und cIAP2, als auch von XIAP inhibieren können. Der dadurch bedingte Abbau der 
IAP-Proteine in Kombination mit einer Induktion von NF-κB und einer gesteigerten Sekretion 
von TNFα soll die Induktion der Apoptose bewirken266. 
 
 
Abbildung 3.44: Einfluss von TNFα und eines SMAC-Mimetic auf Wachstum und Überlebensrate von RMS-
Zelllinien. Die Zellen wurden für 48 h mit Zugabe von TNFα, SMAC-Mimetic (100 nM) sowie löslichem TNFα-
Rezeptor-2 zum Abfangen des TNFα in verschiedenen Kombinationen inkubiert und die Überlebensrate mittels 
MTT-Test bestimmt. Die Überlebensrate nicht behandelter Zellen wurde mit 100% angenommen. Dargestellt sind 
die Mittelwerte aus drei unabhängigen Tests sowie die Standardabweichungen der Mittelwerte. * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,005, SMAC – SMAC-Mimetic, TNFR2 - TNFα-Rezeptor-2. 
 
Für den in Abbildung 3.44 dargestellten Toxizitätstest wurden die Tumorzellen einer Zelllinie 
jeweils mit DMSO (negative Kontrolle – 100% Überlebensrate), TNFα, SMAC-Mimetic und 
SMAC-Mimetic in Kombination mit TNFα (jeweils mit DMSO) inkubiert. In zwei weiteren 
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Ansätzen wurde zu dem Antagonisten löslicher TNFα-Rezeptor-2 (TNFR2) zugegeben, der 
TNFα abfangen und so dessen Wirkung aufheben soll. Der Versuchsaufbau konnte zeigen, dass 
mit Ausnahme von RH41 keine der RMS-Zelllinien sensitiv für TNFα ist (vgl. Abschnitt 3.6.1 
- TNFα). Die durch den SMAC-Mimetic induzierte TNFα Sekretion führte lediglich bei RH41 
zu einer verminderten Überlebensrate, während alle anderen Zelllinien keine 
Wachstumseinschränkungen aufwiesen. In Kombination mit TNFα konnte hingegen bei fast 
allen Zelllinien eine Proliferationseinschränkung beobachtet werden, die bei RH41 am 
stärksten ausgeprägt war. In Anwesenheit des löslichen TNFR2 nahm die Apoptoserate 
erwartungsgemäß ab, war jedoch nur im Falle der ERMS-Zelllinie TE671 signifikant.  
 
Abbildung 3.45: (A) Western Blot Analyse zum Nachweis der cIAP1- und XIAP-Expression nach 2- und 
6-stündiger Behandlung mit 100 nM SMAC-Mimetic; als Negativkontrolle dienten mit DMSO behandelte 
Zelllinien, welches als Trägersubstanz für den SMAC-Mimetic verwendet wurde; als Ladekontrolle diente 
β-Aktin. (B) Quantitative Auswertung des in (A) gezeigten Western Blot. SMAC – SMAC-Mimetic. 
 
Auf Proteinebene wurden sowohl 2 h als auch 6 h nach Zugabe des SMAC-Mimetic eine 
Verminderung der cIAP1-Proteinkonzentration dokumentiert (Abbildung 3.45). Im Gegensatz 
dazu trat eine Verringerung der XIAP-Proteinmenge nur zu Beginn der Inkubationszeit (2 h) 
auf und erreichte nach 6 h wieder Ausgangsniveau. Bei CRL2061 und FLOH1 wurde 
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zusätzlich eine Abnahme der Survivin-Konzentration beobachtet, die jedoch nach 6 h ebenfalls 
wieder auf das Ausgangsniveau anstieg (Abbildung 3.45 (B)). 
 
3.6.2.4 Wirkung von SMAC-Mimetics in Kombination mit chimären T-Zellen auf 
RMS 
Eine effektive Wirkung des SMAC-Mimetic wurde bei den meisten RMS-Zelllinien nur in 
Kombination mit TNFα beobachtet. Das schnelle Umschalten der RMS-Zelllinien während der 
Behandlung hin zu einer verstärkten XIAP-Expression, nachdem zunächst ein Proteinabbau 
erfolgte, spielte dabei sicherlich eine zentrale Rolle. Allerdings blieb der cIAP1 „knock down“ 
bestehen, womit ein zentrales antiapoptotisches Molekül ausgeschaltet wurde. Dieser Umstand 
könnte bei einer Kombination aus SMAC-Mimetics und chimären T-Zellen RMS angreifbarer 
machen und so auch die Effektivität der T-Zelltherapie verbessern. In früheren Arbeiten wurde 
außerdem gezeigt, dass SMAC-Mimetics die Aktivität chimärer T-Zellen positiv beeinflussen 
können267.  
Dazu wurden in einem Vorversuch PBLs bzw. chimäre T-Zellen mit 100 nM des SMAC-
Mimetic über einen Zeitraum von 48 h kultiviert. Der Zeitraum entsprach dabei der Dauer der 
Kokultivierung von chimären T- und RMS-Zellen. Die Behandlung der T-Zellen mit dem 
SMAC-Mimetic führte allerdings zu einem Verlust lebender Zellen, der im Falle der chimären 
T-Zellen sogar etwas stärker ausgeprägt war als bei nicht-transduzierten PBLs (Abbildung 
3.46).  
 
Abbildung 3.46: Einfluss des SMAC-Mimetic auf chimäre T-Zellen. 
Der MTT-Zytotoxizitätstest zeigt die Zytotoxizitätsrate von 100 nM 
SMAC-Mimetic nach 48-stündiger Inkubation mit PBLs und „CD28-
CD3ζ“-chimären T-Zellen. Die Zytotoxizitätsrate nicht behandelter 
Zellen wurde mit 0% angenommen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 
Triplikaten sowie die Standardabweichung des Mittelwertes. 
 
Wegen dieser Ergebnisse wurde die Kombination von SMAC-Mimetic und zytotoxischen 
T-Zellen vermieden. Für die Zytotoxitätsversuche wurden die RMS-Zelllinien CRL2061 
(ARMS (t(2;13)), FLOH1 (ARMS) und RD6 (ERMS) mit 100 nM SMAC-Mimetic bei einem 
Serumgehalt von 1% über einen Zeitraum von 24 h vorbehandelt. Anschließend wurde der 
Wirkstoff entfernt und die Zellen zusammen mit den zytotoxischen T-Zellen über weitere 48 h 
kultiviert.  
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Weder bei der ARMS-Zelllinie CRL2061 noch bei der ERMS-Zelllinie RD6 wurden 
signifikant bessere Lyseraten durch die Vorbehandlung mit SMAC-Mimetic erzielt (Abbildung 
3.47). Dahingegen konnte die Effektivität der chimären T-Zellen bei mit SMAC-Mimetic 
behandelten FLOH1-Zellen gesteigert werden. Die Vorbehandlung erzielte somit bei zwei der 
drei Zelllinien keinerlei Effekt, sodass dieser Ansatz hier nicht weiter verfolgt wurde. Zur 




Abbildung 3.47: MTT-Zytotoxizitätstest von verschiedenen RMS-Zelllinien nach Vorbehandlung (24 h) mit 
SMAC-Mimetic und der Kokultivierung mit chimären T-Zellen („CD28-CD3ζ“). Gezeigt sind zwei verschiedene 
Effektor:Targetzellverhältnisse. Die Zytotoxizitätsrate bei der Kultivierung mit PBL wurde mit 0% angenommen. 
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005, SMAC – SMAC-Mimetic. 
 
3.6.2.5 IAP-Regulation  
Abschnitt 3.6.1 beschäftigt sich mit der extrinsischen Apoptose-Induktion bei RMS-Zelllinien 
durch die Stimulation mit TRAIL, FAS-L und TNFα. Aufgrund der bei den RMS-Zelllinien 
doch recht eingeschränkten apoptotischen Wirkung, wurde neben dem apoptotischen auch der 
proliferative Stoffwechselweg der Todesrezeptoren betrachtet. Die Stimulation der Rezeptoren 
führt dabei über die Aktivierung des NF-κB-Weges zu einer Aktivierung diverser 
MAP-Kinasen sowie einer verstärkten Expression der IAP-Genfamilie91 und dadurch zu einer 
erhöhten Apoptoseresistenz. Die unzureichende Degradierung der IAP-Proteine nach der 
Behandlung mit SMAC-Mimetics kann über TNFα ebenfalls NF-κB induzieren und damit die 
verstärkte Expression der IAPs bedingen. Der Einfluss von TRAIL, TNFα, SMAC-Mimetic 
sowie INFγ auf die IAP-Genfamilie wurde zunächst nur mittels qRT-PCR untersucht 
(Abbildung 3.4). 
Insgesamt wurde die Genexpression bei den RMS-Zelllinien durch die verschiedenen 
Wirkstoffe sehr unterschiedlich beeinflusst. Während CRL2061, RH30 und RD6 bei den 
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eingesetzten Substanzen zu einer verstärkten Expression der untersuchten Gene tendierten 
(vermehrt ohne Signifikanz), schienen RH41, FLOH1 und TE671 weniger stark beeinflusst zu 
werden. Bei der ARMS-Zelllinie RH41 reagierten vorrangig cIAP1 und cIAP2, während bei 
der ERMS-Zelllinie TE671 eine Induktion verschiedener Gene nur durch TNFα erfolgte und 
die Behandlung mit TRAIL bei fast allen Genen zu einer verminderten Expression führte 
(Abbildung 3.48). 
 
Abbildung 3.48: Relative RNA-Expression von RelA, NF-κB, cIAP1, cIAP2, XIAP und Survivin 6 h nach 
Inkubation mit TNFα, IFNγ, SMAC-Mimetic oder TRAIL im Vergleich zu nicht behandelten Zellen (RQ = 1). 
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus vier Messungen. Die Befunde wurden nach 
RMS-Subtypen getrennt dargestellt. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005, RQ - relativer Quotient, SMAC – 
SMAC-Mimetic. 
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Nach diesen Ergebnissen müsste gerade TE671 besonders sensitiv auf TRAIL reagieren, 
während Linien wie CRL2061, RH30 und RD6 durch die verstärkte Expression 
antiapoptotischer Proteine besonders resistent sein sollten. Diese Beobachtungen konnten so, 
wie in Anschnitt 3.6.1 und 3.6.2.3 gezeigt, nicht bestätigt werden. Eine Western Blot Analyse 
nach einer 12-stündigen Inkubationsperiode mit TRAIL erbrachte zudem keine wesentlichen 
Unterschiede in der Proteinexpression von cIAP1, cIAP2, Survivin oder XIAP (Abbildung 
3.49); ebenso wie die 12-stündige Behandlung mit TNFα bzw. IFNγ (nicht gezeigt).  
 
 
Abbildung 3.49: (A) Western Blot Analyse der IAP-Genfamilie nach Behandlung der RMS-Zelllinien mit 
10 ng/ml TRAIL über einen Zeitraum von 12 h; β-Aktin diente als Ladekontrolle. (B) Quantitative Auswertung 
des in (A) gezeigten Western Blots bezogen auf nicht behandelte Zellen.  
 
3.6.2.6 Inhibierung von Survivin bei RMS-Zelllinien  
Sowohl die alleinige Behandlung von RMS-Zelllinien mit einem SMAC-Mimetic als auch die 
Kombinationsbehandlung mit chimären T-Zellen führte nicht zu den erhofften zytotoxischen 
Effekten. Der durch den eingesetzten SMAC-Mimetic bedingte Abbau der antiapoptotischen 
Faktoren cIAP1 und XIAP war zur Auslösung der Apoptose bei den untersuchten RMS-Zellen 
nicht ausreichend. Im Folgenden wurde daher der Einfluss von Survivin auf die Überlebensrate 
von RMS-Zellen untersucht, dass wie cIAP1 und XIAP zur antiapoptotischen IAP-Familie 
gehört und in allen Zelllinien vermehrt exprimiert wurde (Abbildung 3.40 und Abbildung 
3.42). Zudem wurde bereits ein Zusammenhang zwischen der Survivin-Expression und dem 
Überleben von RMS-Patienten hergestellt (Abbildung 3.43).  
Da die Survivin-Expression durch den SMAC-Mimetic nur kurzfristig in den Zelllinien 
CRL2061 und FLOH1 beeinflusst wurde (Abbildung 3.45) ohne einen Einfluss auf das 
Wachstum der Zelllinien zu haben (Abbildung 3.44), wurden zur signifikanten und 
längerdauernden Inhibierung der Survivin-Expression siRNA-Experimente durchgeführt.  
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Der Survivin „knock down“ führte bei den getesteten Zelllinien sowohl auf RNA- als auch 
Proteinebene zu einer Expressionsminderung (Abbildung 3.50 (A) und (B)). 
 
 
Abbildung 3.50: (A) qRT-PCR nach Survivin „knock down“ mit spezifischer siRNA bei den RMS-Zelllinien im 
Vergleich zu scrambled-siRNA (RQ = 1); RQ – relativer Quotient (B) Western Blot 48 h nach Survivin „knock 
down“ am Beispiel von FLOH1, RH41, RD6 und TE671; als Ladekontrolle diente β-Aktin (C) morphologische 
Veränderung am Beispiel von FLOH1 und RD6 mit scrambled-siRNA und spezifischer siRNA gegen Survivin 
(D) MTT-Zytotoxizitätstest nach Survivin „knock down“ mit spezifischer siRNA bzw. scrambled-siRNA nach 
Kokultivierung (48 h) mit „CD28-CD3ζ“-chimären T-Zellen bei einem Effektor:Targetzellverhältnis von 1,25:1. 
Die Zytotoxizität von nicht modifizierten T-Zellen wurde als 0% angenommen. Dargestellt sind die Mittelwerte 
aus Triplikaten mit den Standardfehlern der Mittelwerte. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005, scr – scrambled. 
 
Gleichzeitig wurden morphologische Veränderungen induziert, die sich in einer extremen 
Größenzunahme äußerten. Dies ist mutmaßlich auf einen G2/M-Phase-Arrest zurückzuführen, 
da Survivin neben antiapoptotischen Funktionen auch Zellzyklus-Aufgaben übernimmt268 269. 
Die Kokultivierung von chimären T-Zellen und RMS-Zellen nach einem Survivin „knock 
down“ führte bereits bei einem geringen Effektor:Targetzellverhältnis von 1,25:1 zu einer 
signifikanten Steigerung der Lyserate. Insbesondere bei den beiden, im Normalfall sehr 
resistenten ERMS-Zelllinien lagen die Zytotoxizitätsraten um 40-50% höher.  
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3.6.2.7 Auswirkung des Survivin knock down in RMS-Zellen auf die Expression 
anderer antiapoptotischer Moleküle 
Neben Bedeutungen für Zellzyklus und Apoptose, wurden für Survivin stabilisierende Effekte 
auf XIAP beschrieben137. Eine Analyse der Expression der anderen IAP-Mitglieder, ebenso wie 
von cFLIP, war somit die logische Konsequenz.  
Abbildung 3.51 zeigt die quantitative Bestimmung der untersuchten Gene. Dabei fällt 
insbesondere die, wenn auch nicht signifikante, Expressionssteigerung von cIAP2 bei 
CRL2061, RD6 und TE671 auf. Die Expressionsrate aller anderen Gene änderte sich nicht 
wesentlich. Eine Ausnahme bildet die ARMS-Linie CRL2061, die nach einem Survivin „knock 
down“ eine vermehrte Bildung von cFLIP zeigt. 
  
 
Abbildung 3.51: relative Quantifizierung der IAP-Mitglieder sowie cFLIP nach Survivin knock down im Vergleich 
zu scrambled siRNA (RQ = 1). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005, RQ – relativer Quotient. 
 
3.6.2.8 Inhibierung von Survivin durch den selektiven Cox-2 Inhibitor Celecoxib 
Das vorrangegangen Kapitel zeigt, dass eine Kombination aus Survivin „knock down“ und 
chimären T-Zellen die Effektivität der RMS-Zelllyse verstärken kann. Im weiteren Verlauf der 
Arbeit wurde nach einer therapeutisch anwendbaren Alternative mit inhibierendem Effekt auf 
die Survivin-Expression gefahndet, die auch für die Anwendung im Menschen geeignet wäre. 
Als Inhibitor der Survivin-Expression wurde unter anderem der spezifische Cox-2-Inhibitor 
Celecoxib beschrieben, der zur Behandlung bei degenerativen Gelenkerkrankungen, 
chronischer Polyarthritis und Morbus Bechterew zugelassen ist270. Zur Bestimmung der 
optimalen Konzentration für eine Survivin-Inhibierung wurde eine Konzentrationsreihe 
ausgetestet bei der sich eine Konzentration von 60 µM als Kompromiss zwischen 
Substanztoxizität und effektiver Inhibierung der Survivin-Expression festgelegt wurde.  
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Abbildung 3.52: (A) Western Blot 48 h nach Behandlung mit 60µM Celelcoxib am Beispiel von FLOH1, RH41, 
RD6 und TE671; als Ladekontrolle diente β-Aktin; (B) Quantitative Analyse des in (A) dargestellten Western 
Blots. (C) MTT-Zytotoxizitätstest nach Survivin „knock down“ durch die Behandlung mit 60 µM Celecoxib und 
Kokultivierung (48 h) mit „CD28-CD3ζ“-chimären T-Zellen bei einem Effektor:Targetzellverhältnis von 2,5:1. 
Die Zytotoxizität von nicht modifizierten T-Zellen wurde als 0% angenommen. Dargestellt sind die Mittelwerte 
aus Triplikaten mit den Standardfehlern der Mittelwerte. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005. 
  
Der im Falle der spezifischen siRNA beobachtete Zellzyklusarrest konnte auch nach einer 48 h 
Inkubation mit Celecoxib beobachtet werden (nicht gezeigt), in dessen Verlauf eine starke 
Größenzunahme der RMS-Zellen zu verzeichnen war.  
Die Behandlung der RMS-Zelllinien FLOH1, RH41, RD6 und TE671 mit Celecoxib reduzierte 
in allen Fällen signifikant die Survivin- (Abbildung 3.52 (A)), ebenso wie die 
XIAP-Proteinmenge. Damit ging, wie schon im Falle der siRNA, eine Steigerung der CAR-
vermittelten Zytotoxizität einher (Abbildung 3.52 (C)). 
 
3.7 In-vivo-Mausexperimente 
Auf Grundlage der oben beschriebenen Ergebnisse wurden In-vivo-Experimente durchgeführt, 
um die Wirksamkeit chimärer T-Zellen alleine und in Kombination mit Celecoxib zu testen. In 
einem Pilotversuch zur Bestimmung des tumorigenen Potentials der beiden resistenten ERMS-
Zelllinien, RD6 und TE671, erhielten jeweils fünf NOD/SCID-Mäuse subcutane Injektionen 
mit 5x105, 1x106 oder 2,5x106 Tumorzellen, aus denen sich bei allen Mäusen (n = 30) nach 2-3 
Wochen Tumoren entwickelten (Abbildung 3.53), was das tumorigene Potential der Zelllinien 
belegte. Eine Metastasierung trat nicht auf.  
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Abbildung 3.53: Lokalisierte subcutane Xenografts an den Injektionsstellen der humanen RMS-Zelllinien RD6 
und TE671 im Bereich der Flanken immundefizienter NOD/SCID Mäuse. (A) Gut umschriebener subkutaner 
RMS-Tumorknoten; Vergrößerung 100-fach. (B) Gut abgrenzbarer nicht invasiver Tumor; Vergrößerung 100-fach 
(C) Ausbildung eines in die Haut infiltrierenden invasiven RMS-Tumors; Vergrößerung 100-fach. (D) 
Deteilaufnahme eines in vivo aus der Zelllinie RD6 entstandenen Tumors (200-fach). (E) Detail eines in vivo aus 
der Zelllinie TE671 hervorgegangen Tumors. Alle Schnitte HE Färbung. 
 
Die Expression der in vitro untersuchten Oberflächenmoleküle (AChR, B7.1, B7.2, CD54) 
blieb in vivo unverändert (nicht gezeigt). Als Voraussetzung für eine erfolgreiche T-Zell 
Therapie wiesen zudem alle Tumore eine gute Vaskularisierung auf (nicht gezeigt). 
Zur Behandlung Xenotransplantat-tragender Mäuse mit chimären T-Zellen in vivo, wurden in 
NOD/SCID-Mäusen zuerst Tumoren durch subcutane Injektion von 5x106 Zellen erzeugt. 
Dann erfolgte eine jeweils einmalige Applikation von 1x107 Zellen der anti-
fAChR-spezifischen T-Zellen („CD28-CD3ζ“) pro Maus über die Schwanzvene bei einer 
Tumorgröße zwischen 100 und 150 mm3
. 
Es war vorgesehen, die Behandlung mit Celecoxib 
7 Tage vor der Injektion chimärer T-Zellen mit 2-tägigen intraperitonealen Injektionen mit 
jeweils 25mg Celecoxib/kg zu beginnen. Obwohl von anderen Arbeitsgruppen unter ähnlichen 
Bedingungen bereits Celecoxib In-vivo-Experimente durchgeführt worden waren271-273, hatte 
der Wirkstoff eine toxische Wirkung auf den hier verwendeten Mausstamm. Keine der Mäuse 
überlebte die Behandlung, sodass die Survivin „knock down“-Experimente im Rahmen dieser 
Arbeit abgebrochen wurden und mit einem weniger toxischen Wirkstoff wiederholt werden 
müssen. Die Behandlung der Mäuse mit chimären T-Zellen und nicht-transduzierten T-Zellen 
ist in Abbildung 3.54 dargestellt.  
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Abbildung 3.54: (A) Tumorwachstum bei immundefizienten Mäusen (n = 4) nach einmaliger Applikation von 
nicht-transduzierten T-Zellen und fAChR-spezifischen „CD28-CD3ζ“-chimären T-Zellen. Das Tumorwachstum 
ist ab dem Zeitpunkt der T-Zell Injektion über einen Zeitraum von 31 Tagen dargestellt. Die Tumorgröße wurde 
mittels Schieblehre bestimmt. (B) Immunhistochemische Darstellung tumorinfiltrierender humaner peripherer 
chimärer Blutlymphozyten (anti-CD3 Färbung; Immunperoxidase; Vergrößerung x200). 
(B) Immunhistochemische Darstellung von Caspase 3-positiven, apoptotischen Tumorzellen (Immunperoxidase; 
Vergrößerung x200). 
 
Bis zum Tag 21 verlief das Tumorwachstum bei den Mäusen, die mit chimären T-Zellen 
behandelt worden waren, signifikant langsamer, als bei den Kontroll-Mäusen, die nicht-
transduzierte T-Zellen erhalten hatten. Nach drei Wochen verstärkte sich das Wachstum bei der 
mit chimären T-Zellen behandelten Gruppe und wies nach weiteren 10 Tagen ein ähnliches 
Tumorvolumen wie die Kontroll-Gruppe auf. Die post-mortal entnommenen Tumoren wurden 
immunhistochemisch untersucht und wiesen eine Infiltration mit humanen CD3 positiven T-
Zellen auf. Desweiteren wurden apoptotische, Caspase 3-positive Tumorabschnitte gefunden 
(Abbildung 3.54). Ein Aktivitätsnachweis der tumorinfiltrierenden zytotoxischen T-Zellen über 
eine Perforin/Granzym B-Färbung gelang allerdings nicht.  
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4 DISKUSSION 
4.1 Hintergrund, Ziel und Strategie der Arbeit 
Hintergrund: Die Prognose von Patienten mit lokalisierten Rhabdomyosarkomen (RMS) hat 
sich dank multimodaler Therapien in den letzten 30 Jahren stark verbessert (mittlere 
Heilungsraten von 70-80%)203 274 275. Demgegenüber blieb die schlechte Prognose bei 
Patienten mit primär metastasierten RMS (15% der RMS) bestehen (Überlebensraten 20-
30%)196 202 205 275. Dafür wird u.a. eine „Multidrug Resistance“ (MDR)276 verantwortlich 
gemacht, wobei unklar ist, ob dieses auf klonaler Selektion oder der Hochregulierung von 
MDR-assoziierten Genen beruht277. In jedem Fall besteht Konsens darüber, dass metastasierte 
Rhabdomyosarkome neue Therapieansätze erfordern, die residuelle Tumorzellen nach einer 
Chemotherapie effizient eliminieren sollen278-280. 
Der Einsatz immuntherapeutischer Methoden war nach deren Erfolg bei der Therapie von 
Melanomen und Lymphomen naheliegend281-284. Versuche, mit Antigen-unabhängigen 
Zytokin-induzierten Killerzellen (CIK)231 oder NK-Zellen285 zeigen jedoch, dass RMS-Zellen 
zwar lysiert wurden, die Effektivität, v.a. der CIKs aber gering war231. Da CIKs und NK-
Zellen eine nur geringe Tumorspezifität besitzen, erschienen tumorspezifischere Strategien 
wünschenswert. Unter diesen besitzt der adoptive Transfer von T-Zellen mit Expression 
RMS-spezifischer chimärer Antigenrezeptoren theoretische und wahrscheinlich praktische 
Vorteile gegenüber tumorinfiltrierenden Lymphozyten oder von Vakzinierungen, wie sie bei 
translokations-positiven ARMS zurzeit getestet werden206.  
Erstens bieten T-Zellen mit spezifischen, gegen den fAChR209 gerichteten chimären 
Rezeptoren theoretisch die Gewähr, beim Einsatz in vivo nur minimale unerwünschte 
Nebeneffekte zu zeigen, da der fAChR auf relevanten Normalgeweben postnatal nicht 
vorkommt248 286.  
Zweitens ist die Isolierung autologer Blutlymphozyten (anders als von intra-tumorösen 
Lymphozyten) als Ausgangszellen für die Therapie einfach und effizient. Die Lymphozyten 
können vor der Chemotherapie isoliert, in vitro transduziert und bis zum Zeitpunkt der 
Immuntherapie, ähnlich Stammzellen, eingefroren werden. Da die T-Zell-Transduktion zu 
einer starken Proliferation chimärer T-Zellen führt, lassen sich aus relativ wenigen 
Ausgangszellen erhebliche Mengen chimärer T-Zellen generieren. Dies ist insbesondere 
angesichts des Durchschnittsalters der Patienten von 5-Jahren relevant9, zumal eine stabile 
Antitumorantwort wiederholte Infusionen chimärer T-Zellen nach der Chemotherapie 
erfordern dürfte 223 287.  
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Drittens besteht keine HLA-Abhängigkeit wie bei Vakzinierung mit Peptiden. Vielmehr ist 
jeder Patient grundsätzlich mit dem gleichen chimären Rezeptor therapierbar, sofern ein RMS 
fAChR exprimiert. Tatsächlich sind fast alle RMS primär fAChR-positiv und zeigen eine 
stärkere und homogenere fAChR-Expression nach Chemotherapie223.  
Viertens ist anders als bei der Vakzinierung mit komplexen Autoantigenen durch die 
Verwendung chimärer T-Zellen kein „Antigen-spreading“ zu erwarten. Chimäre T-Zellen 
gegen den fAChR erzeugen keine Autoimmunität, während man selbst bei Vakzinierung mit 
der AChR γ-UE die Auslösung einer Myasthenia gravis befürchten müsste, da die 
verschiedenen UE stark homolog sind und es nach Vakzinierung gegen die γ-UE zur 
Autoimmunisierung gegen fAChR unspezifische Epitope, auch der α−, β− oder δ-UE, 
kommen könnte288.  
Vorexperimente mit einem chimären Antigenrezeptor gegen den fAChR waren 
vielversprechend223, zeigten aber im Vergleich zu anderen chimären T-Zellmodellen eine 
verhältnismäßig geringe Zelllyse, die u.a. auf Resistenzmechanismen zu beruhen schien289 290.  
Hauptziele der vorliegenden Arbeit waren daher die Optimierung der adoptiven 
Immuntherapie von RMS mithilfe verbesserter chimärer T-Zellen und die Aufdeckung 
vermuteter Resistenzmechanismen von RMS gegen eine solche Immuntherapie.  
Strategie: Um der molekularen Heterogenität der RMS in vivo Rechnung zu tragen, wurden 
sechs verschiedene RMS-Zelllinien verwendet, die den molekularen Hauptgruppen der RMS 
entsprachen: Translokations-positive (CRL2061, RH30, RH41) und translokations-negative 
ARMS (FLOH1) sowie ERMS (RD6, TE671). Außerdem spiegelten diese Zelllinien die 
in vivo zu beobachtende sehr variable Expression des fAChR wider, die im Falle von 
CRL2061 und RH30 gering, bei RH41, RD6 und TE671 mäßig stark, sowie bei FLOH1 stark 
ausgeprägt war (Abbildung 3.2). Umgekehrt wurde die „In-vivo-Relevanz“ der in Zelllinien 
exprimiert gefundenen Proteine an nativen oder Paraffin-eingebetteten Tumorgeweben von 
RMS-Patienten überprüft und mit adulter Skelettmuskulatur verglichen11.  
 
4.2 Verbesserung vorbekannter chimärer T-Zellen mit fAChR-Spezifität 
Die Aktivität des in den Vorarbeiten verwendeten chimären Antigenrezeptors (CAR) 
gegenüber RMS-Zelllinien war schwach223. Rezeptoren der „ersten Generation“ sind für die 
Erkennung und Bindung des Target-Antigens zwar ausreichend291, gewährleisten allerdings 
nicht die vollständige Aktivierung der chimären T-Zellen und weisen so oftmals eine 
ineffiziente Antitumor-Antwort auf292. Ursache hierfür sind fehlende kostimulatorische 
Signale, die in der Regel von Antigen-präsentierenden Zellen (APC) zur Verfügung gestellt 
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werden293 294. Dazu gehören die Kostimulatoren B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), die über die 
Bindung an den CD28-Rezeptor auf den T-Zellen die Proliferation induzieren und das 
Überleben der T-Zellen garantieren. Die wenigsten Tumorzellen, ebenso wie auch RMS-
Zellen (Abbildung 3.14), exprimieren die benötigten Kostimulatoren, sodass bei chimären 
T-Zellen der ersten Generation Toleranzmechanismen (Anergie) aktiviert werden können290 
295 296
. Durch den rekombinanten Einbau einer Liganden-unabhängigen, kostimulatorischen 
Domäne bei Rezeptoren der zweiten Generation wird dieses Problem behoben191 290 297 und 
führt gleichzeitig zu einer verbesserten Überlebensrate der chimären T-Zellen298. In der ersten 
Phase dieser Arbeit wurden daher zwei anti-fAChR-Rezeptoren kloniert, die einem chimären 
Antigenrezeptor der ersten bzw. zweiten Generation entsprachen. Durch die Verwendung 
eines humanen Autoantikörperfragments mit Spezifität für den fAChR, weist der chimäre 
Rezeptor eine vollständig humane Sequenz auf244. Dieses Design sollte hinsichtlich einer 
zukünftigen In-vivo-Anwendung der Entwicklung einer Immunität gegen den chimären 
Rezeptor vorbeugen. Eine solche anti-CAR Immunität ist eine typische Komplikation bei 
Verwendung muriner Autoantikörperfragmente in chimären Rezeptoren299 und verhindert 
eine längerfristige wiederholte Applikation chimärer T-Zellen, wie sie gerade bei soliden 
Tumoren erforderlich sein dürfte300-302.  
Um die Funktionalität der neuen chimären Rezeptoren zu überprüfen, wurden die 
Aktivierbarkeit der vom Rezeptor ausgelösten Signalkaskade (entsprechend der 
T-Zellaktivierung) und die Spezifität des chimären Rezeptors als unabhängige Eigenschaften 
getestet.  
Die maximale Aktivierbarkeit der rezeptorabhängigen Signalkaskade (unabhängig von der 
Bindungsaffinität) wurde mithilfe eines anti-humanen IgG-Antikörper überprüft, der an die 
extrazelluläre IgG-Domäne des CAR bindet, bei intaktem Signaltransduktionsweg die Zellen 
zur IFNγ-Sekretion stimuliert und als Maß für die Aktivierung normaler und chimären 
T-Zellen gilt249 294. Die Rezeptoren beider Generation zeigten dabei eine, von der 
Konzentration des stimulierenden anti-IgG-Antikörpers abhängige IFNγ-Ausschüttung 
(Abbildung 3.5) als Ausdruck einer intakten Signalkaskade. Die Tatsache, dass es durch die 
Einführung einer kostimulatorischen Domäne zu einer verstärkten IFNγ-Sekretion kommt, 
wurde bereits in vergleichbarem Maße in anderen Arbeiten beobachtet190 und stellt ein 
physiologisches Phänomen dar, dass nicht auf rekombinante Immunrezeptoren begrenzt ist192. 
Die Spezifität der Bindung des CAR an den fAChR wurde durch mehrere Experimente 
bestätigt: Erstens wurde der fAChR-spezifische Teil des CAR (also das scFv35-Fragment) mit 
dem Fc-Teil eines Antikörpers ligiert und die Bindung des scFv35-Fc-Fusionsproteins an 
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fAChR-positive (RMS-Zelllinien) und fAChR-negative Zelllinien (HEK, HeLa, RH1) 
untersucht, wobei durchflusszytometrisch nur eine Bindung an RMS-Zellen erkennbar war 
(Abbildung 3.2). Zweitens wurde die fAChR-negative Zelllinie 293T mit den verschiedenen 
fAChR-Untereinheiten transfiziert und mit chimären T-Zellen kokultiviert, wobei wiederum 
nur fAChR-tragende 293T-Zellen effektiv lysiert wurden. Die Effektivität der RMS-Zelllyse 
war bei der Verwendung des „CD28-CD3ζ“-CAR um 25 - 40% höher, als für den 
„CD3ζ-only“-CAR (Abbildung 3.6). Eine vergleichbar gesteigerte Lyserate bei der 
Verwendung des „CD28-CD3ζ“-CAR und eine bis zu 10-fach gesteigerte IFNγ-Sekretion 
bestätigte sich bei den meisten ARMS-Zelllinien, während die Wirkung gegenüber den beiden 
ERMS-Zelllinien kaum verbessert wurde (Abbildung 3.7). Diese bemerkenswerte Resistenz 
gegenüber chimären T-Zellen der zweiten Generation kann bei den beiden ERMS-Zelllinien 
nicht mit einer geringeren fAChR-Expressionsstärke erklärt werden, die bekanntermaßen 
einen Einfluss auf die „killing“ Effizienz223 und die Aktivierung247 chimärer T-Zellen hat.  
Vielmehr zeigte sich, dass RH30 Zellen trotz einer fAChR-Expression, die der von CRL2061 
Zellen vergleichbar ist (Abbildung 3.2), eine viel geringere Aktivierung (IFNγ-Sekretion) der 
chimären T-Zellen auslösten, wohingegen eine Resistenz bei den ERMS-Zellen trotz starker 
IFNγ-Sekretion zu beobachten war (Abbildung 3.7), was auf unterschiedliche 
Resistenzmechanismen bei RH30 und ERMS-Zellen hinweist (s. unten). Eine solche 
Hetereogenität der Interaktion zwischen T-Zellen und RMS-Zellen ist bisher nicht 
beschrieben worden. 
 
4.3 Vergleich von chimären T-Zellen und NKT/CIK-Zellen 
Vor dem Hintergrund der beobachteten nur mäßigen zytotoxischen Wirkung 
fAChR-spezifischer chimärer T-Zellen wurden vergleichend auch CIK-Zellen mit dem 
chimären Rezeptor ausgestattet. CIK-Zellen stellen eine heterogene Zellpopulation dar, die 
sowohl T-Zell- als auch NK-Zellcharakteristika in sich vereinen und die Tumorzellen über 
einen TCR-unabhängigen Mechanismus lysieren231 303. Möglicherweise handelt es sich dabei 
um eine Subpopulation von Typ II NKT-Zellen304, die bisher nur wenig untersucht sind305. 
Die NKT-Zell-vermittelte Zytotoxizität ist dabei weniger MHC-I/MHC-II abhängig als 
vielmehr auf die Erkennung von Lipid- bzw. Glykolipid-Antigenen beschränkt, wie sie dem 
nativen Immunsystem entspricht306 307306 307. Die genauen Mechanismen, welche die 
Tumorerkennung und –lyse vermitteln sind weder für Typ II NKT-Zellen, noch CIK-Zellen 
vollständig verstanden251. Tatsache ist jedoch, dass CIK-Zellen gegenüber Lymphomen eine 
effektive anti-Tumor Wirkung gezeigt haben, die kürzlich auch für RMS-Tumore in vitro und 
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in vivo beobachtet wurde231 308. Ein Großteil der Veröffentlichungen charakterisiert 
CIK-Zellen lediglich über eine CD3/CD56-Expression, sodass die im Verlauf der Arbeit 
isolierten Mischpopulationen aus CD3+CD56+CD16- CIK-Zellen und CD3+CD56+CD16+ 
NKT-Zellen vermutlich den beschrieben CIK-Populationen entsprechen.  
In Vorversuchen wurden RMS-Zellen von nativen, ex vivo isolierten NKT/CIK-Zellen 
deutlich besser lysiert als von ex vivo isolierten, nicht-transduzierten zytotoxischen T-Zellen, 
die zur Erzeugung chimärer T-Zellen verwendet wurden. Besonders die beiden ARMS-
Zelllinien RH41 und FLOH1 sprachen gut auf native NKT/CIK-Zellen an (Abbildung 3.10). 
Die beobachteten Zelllyseraten waren dabei vergleichbar mit den bei RMS-Zellen bereits 
beobachteten Lyseraten231, allerdings in keinem Fall besser als die mit den chimären T-Zellen 
erreichte Lyserate. Die Ausstattung von NKT-Zellen mit dem chimären Rezeptor war daher 
naheliegend, um möglicherweise noch wirksamere Effektorzellen zu generieren. 
Tatsächlich erwiesen sich chimäre NKT-Zellen sowohl im Vergleich zu nativen 
NKT/CIK-Zellen als auch gegenüber chimären T-Zellen als wesentlich effektiver. Bei einem 
Effektor:Targetverhältnis von 2,5:1 zeigten chimäre NKT/CIK-Zellen gegenüber chimären 
T-Zellen eine bis zu 100% gesteigerte Lyserate, wobei sich allerdings auch bei 
NKT/CIK-Zellen ein ausgeprägt heterogenes Ansprechen der verschiedenen RMS-Zelllinien 
feststellen ließ. Bei den als Kontrolle mitgeführten 293T-Zellen wurde mit den 
rezeptortragenden NKT/CIK-Zellen hingegen keine verstärkte Zelllyse beobachtet, was die 
Spezifität des Rezeptors bestätigt (Abbildung 3.10).  
Zusammenfassend legen die Ergebnisse dieses Pilotprojektes den Schluss nahe, dass 
NKT/CIK-Zellen als Ausgangspopulation für die Generierung zytotoxischer, chimärer 
Effektorzellen gegen RMS weiter untersucht werden sollten. Wegen der besseren 
Verfügbarkeit von T-Zellen wurden die folgenden Untersuchungen mit T-Zellen fortgesetzt. 
 
4.4 Resistenzmechanismen von RMS-Zellen gegenüber chimären 
T-Zellen 
Das unterschiedliche Ansprechen verschiedener RMS-Zelllinien gegenüber chimären T- und 
NKT/CIK-Zellen trotz ähnlicher fAChR-Expression warf die Frage auf, welcher Resistenz-
mechanismen sich RMS-Zellen gegen einen T-Zell-induzierten Zelltod (immune escape) 
bedienen. Im Folgenden wird die Rolle immunsuppressiver Koinhibitoren259, eine 
mangelhafte Granzym-vermittelte SMAC-Aktivierung309 und die Expression 
antiapoptotischer Moleküle126 303 diskutiert. 
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4.4.1 MHC, Kostimulatoren und immunsupprimierende Oberflächenmoleküle 
Neben der Antigen (Peptid)-spezifischen Interaktion zwischen zytotoxischen T-Zellen und 
Zielzellen, haben antigenunabhängige Oberflächenmoleküle mit aktivierender oder 
inhibitorischer Funktion eine entscheidende Bedeutung für den Ausgang der Interaktion 
zwischen zytotoxischen T-Zellen und Tumorzellen310 311.  
Da zu Beginn dieser Arbeit wenig über „immune escape“-Mechanismen auf der Basis der 
Expression von MHC und anderen immunregulatorischen Molekülen bei RMS bekannt war43 
185
, wurden diese im Verlauf der Arbeit untersucht und hinsichtlich ihrer Bedeutung für die 
Zytotoxizität fAChR-spezifischer chimärer T-Zellen analysiert. Als Vergleichsgewebe bei den 
Expressionsanalysen diente normale Skelettmuskulatur, die eine Vielzahl positiver und 
negativer Immunregulatoren exprimiert164. 
 
4.4.1.1  MHC-I und MHC-II 
Obwohl für die Funktion chimärer T-Zellen nicht relevant, wurde die Expression klassischer, 
polymorpher MHC-I- und MHC-II-Moleküle von RMS betrachtet, da deren Herabregulation 
die Erkennung durch natürliche zytotoxische T-Zellen (etwa im Rahmen von 
Vakzinierungstherapien) verhindern kann42 43. Kultivierte unreife Myoblasten zeigen eine 
konstitutive HLA-A, -B und –C Expression, die durch proinflammatorische Zytokine wie 
IFNγ, TNFα oder IL-1α zusätzlich induzierbar ist160 312 313. Mit Ausnahme der ARMS-
Zelllinie CRL2061 wurde auch bei den RMS-Zelllinien eine ausgeprägte MHC-I-Expression 
nachgewiesen, ebenso wie bei den untersuchten ERMS-Frischgeweben, die sich somit nicht 
von Muskeln unterschieden (Abbildung 3.12). Die molekulare Ursache für die fehlende 
Expression bei CRL2061 ist unklar und wurde hier nicht weiter untersucht. Allerdings könnte 
das Expressionsmuster der Zelllinie, als Vertreter für ARMS, auf eine heterogene MHC-I-
Expression schließen lassen und damit einen „escape“-Mechanismus bei einigen ARMS-
Tumoren darstellen42 43. Weiterführende Analysen an ARMS-Biopsien werden zur Klärung 
erforderlich sein.  
Anders als die MHC-I-Expression ist eine MHC-II-Expression erst in späten 
Differenzierungsstadien von Myoblasten und bei reifen Myotuben durch IFNγ induzierbar 
und beschränkt sich auf HLA-DR, während HLA-DQ und –DP bisher nicht nachgewiesen 
wurden160 313.  
So ist es nicht verwunderlich, dass bei den im Proliferationsmedium wachsenden, gering 
differenzierten RMS-Zellen eine MHC-II-Expression weder konstitutiv noch nach IFNγ- oder 
TNFα-Induktion detektierbar war. Pathologisch war hingegen, dass im Vergleich zu normalen 
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Myoblasten/Myotuben auch im Hunger bzw. Differenzierungsmedium alle RMS-Zelllinien 
mit Ausnahme der ARMS-Zelllinie FLOH1 keine HLA-DR-Induzierbarkeit durch IFNγ 
zeigten (Abbildung 3.11). Die Gründe für die erstmals beschriebene Sonderstellung der 
FLOH1 Zelllinie sind bisher unklar.  
Während die Expression klassischer MHC-I- und MHC-II-Moleküle keinen Einfluss auf die 
Zytotoxizität chimärer T-Zellen hat, kann die Expression des nicht-klassischen MHC-I-
Moleküls HLA-G die Wirkung zytotoxischer T-Zellen und NK-Zellen vermindern. Die 
immunmodulatorische Wirkung erfolgt hierbei durch Interaktion mit inhibitorischen 
Rezeptoren wie ILT-2, ILT-4 oder p49 auf lymphoiden Effektorzellen170 171 314 315. Im 
Vergleich zu den untersuchten Muskeln war die HLA-G-Expression bei RMS-Tumoren und 
RMS-Zelllinien schwächer ausgeprägt (Abbildung 3.13) und dürfte daher für die relativ 
geringe zytotoxische Wirkung der chimären T-Zellen eher keine Rolle spielen. Da alle 
Zelllinien überdies ein ähnliches HLA-G-Expressionsniveau zeigten, ist HLA-G auch für die 
beobachtete unterschiedliche Zelllyserate nicht ausschlaggebend. Zusammenfassend ist ein, 
auf Fehlregulation von MHC-Molekülen beruhender „escape“-Mechanismus bei RMS somit 
wenig wahrscheinlich.  
 
4.4.1.2  Kostimulatoren: B7.1, B7.2 und B7H2 
Die Ausstattung chimärer Antigenrezeptoren mit einer kostimulatorischen Domäne gehört 
mittlerweile zum Standardaufbau dieser Rezeptoren und dient einer Korezeptor-unabhängigen 
Aktivierung der chimären T-Zellen296. Welche Bedeutung die kostimulatorische 
CD28-Domäne für die fAChR-spezifischen T-Zellen hat, wird durch die maßgebliche 
Aktivitätssteigerung der chimären T-Zellen deutlich. Für die geringe Effektivität der ersten 
Rezeptorgeneration223 ist vermutlich die fehlende Expression der beiden klassischen 
Kostimulatoren B7.1 und B7.2 verantwortlich, die weder bei den untersuchten Zelllinien noch 
Geweben dokumentiert werden konnten (Abbildung 3.14 und 3.15). Ähnlich wie im Falle 
kultivierter Myoblasten167 war die Expression von B7.1 und B7.2 bei RMS-Zelllinien durch 
IFNγ oder TNFα nicht induzierbar (Abbildung 3.29).  
Im Gegensatz zu B7.1 und B7.2 wurde die Expression des nicht-klassischen Kostimulators 
B7H2 (ICOS-L), bei einem Großteil der RMS-Zelllinien und RMS-Geweben nachgewiesen 
(Abbildung 3.14 und 3.15). Bisher war dies nur für TE671 ERMS-Zellen bekannt166. Ein 
ebenfalls neuer Befund war die auf RH41 Zellen beschränkte Induzierbarkeit der 
ICOS-L-Expression durch TNFα (Abbildung 3.29).  
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Die Interaktion von ICOS-L mit ICOS auf aktivierten T-Zellen kann eine CD4 und CD8 
T-Zell-Antwort stimulieren164. Bei normalen Muskelzellen scheint ICOS-L unter 
inflammatorischen Bedingungen die Rolle der beiden klassischen Korezeptoren zu 
übernehmen, wodurch Muskelzellen als nicht-professionelle APC agieren und im Rahmen 
einer Myositis letztlich zerstört werden können 166 169. Bei RMS ist die Rolle von ICOS-L 
bisher unbekannt, aber aus zwei Gründen untersuchungswürdig: zum einem führt ICOS-L bei 
Melanomen zur Rekrutierung regulatorischer T-Zellen und Suppression der anti-tumoröse 
Immunantwort316, zum anderen zeigte sich in unseren Untersuchungen eine negative Tendenz 
zwischen ICOS-L Expression und dem Überleben von Patienten mit ARMS 
(Abbildung 3.16). Diese Befunde sollten an einer unabhängigen Patientenkohorte überprüft 
werden. 
 
4.4.1.3 Adhäsionsmoleküle: CD54 (ICAM) und CD56 (NCAM) 
Die Interaktion von Immunsystem und humaner Skelettmuskulatur bei inflammatorischen 
Myopathien wird durch die Expression von Adhäsionsmolekülen (cell adhesion molecules, 
CAM), wie CD54 (intra-cell adhesion molecule, ICAM-1), CD56 (neural-cell adhesion 
molecule, NCAM-1) LFA-1 und Sialyl-LewisX, unterstützt160 162. Von Myoblasten wird 
CD56 in vitro spontan, CD54 nach Induktion mit IFNγ exprimiert. Die CD56-Expression in 
RMS-Biopsien wurde bereits früher beschrieben317 und hier bei allen getesteten RMS-
Zelllinien und Geweben bestätigt (Abbildung 3.17 und 3.18). Aufgrund der gleichmäßig 
starken Expression bei fast allen RMS-Zelllinien kommt CD56 als Ursache der 
unterschiedlichen Zelllyseraten durch die chimären (CD56-negativen) T-Zellen kaum infrage. 
Da die CD56-vermittelte Adhäsion über eine homotypische CD56-CD56 Bindung erfolgt318, 
könnte es allerdings sein, dass die höhere Zytotoxizität CD56-positiver chimärer 
NKT/CIK-Zellen im Vergleich zu chimären T-Zellen (Abbildung 3.10) mit der 
CD56-Expression auf RMS-Zellen zusammenhängt. Entsprechende Experimente mit 
CD56-blockierenden Antikörpern könnten diese Fragestellung näher beleuchten.  
 
Anders als CD56 wurde CD54 nur von der ARMS-Zelllinie CRL2061 exprimiert. Eine 
CD54-Induktion in vitro war, im Gegensatz zu humanen Myoblasten, weder durch Zugabe 
von IFNγ noch TNFα möglich162. RMS-Gewebe zeigten eine heterogene Expression, die – 
wie von Xiong et al. gerade beschrieben319 - zwischen negativ und schwach schwankte 
(Abbildung 3.19). Die transkriptionellen Expressionsdaten und die Chemokin-Analyse von 
vier ERMS-Biopsien ließen allerdings eine wesentlich stärkere Proteinexpression vermuten, 
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als bei den untersuchten Paraffingeweben immunhistochemisch nachgewiesen wurde 
(Abbildung 3.19). Die Analyse der Überlebensdaten erbrachte zudem eine positive 
Korrelation zwischen CD54-Expression und Überleben bei ERMS-Patienten 
(Abbildung 3.20), eine Beobachtung, die auch schon bei diversen anderen Tumoren gemacht 
worden war320 252 254, während ARMS-Patienten mit steigender CD54-Expression zu einem 
schlechteren Verlauf tendierten (nicht signifikant). Diese scheinbar widersprüchlichen 
Ergebnisse lassen vermuten, dass RMS-Tumore neben der membrangebundenen auch die 
lösliche CD54 (s-CD54; s-soluble)-Variante bilden. Hohe s-CD54 Serumlevel korrelieren bei 
Melanomen321, Colon-257 322, Magen-323 und Mammakarzinomen324 sowie Lymphomen256 mit 
einer schlechten Prognose und einem aggressiveren Phänotyp. Als Mechanismus wird 
vermutet, dass die Bindung von s-CD54 an das Leukozyten-Integrin LFA-1 (lymphocyte 
function-associated antigen) das Anlagern der Lymphozyten an Endothelzellen verhindert 325 
und gleichzeitig bei den Endothelzellen zur Aktivierung von Signalkaskaden führt, welche die 
Angiogenese induzieren326. Dadurch wird die Rekrutierung von Lymphozyten in den Tumor 
minimiert und die Tumorangiogenese verstärkt. Aufgrund fehlender Serumproben von 
RMS-Patienten konnten wir die s-CD54-Spiegel nicht bestimmen, die bisher in nur einer 
Arbeit mit geringer Fallzahl und ohne subtypenspezifische Unterscheidung untersucht 
wurden327. Daher erscheinen Untersuchungen zur Rolle von s-CD54 als prognostischer und 
evtl. prädiktiver Biomarker (z.B. im Hinblick auf anti-angiogenetische Strategien) sinnvoll.  
Demgegenüber wurde die potenzielle Relevanz des membrangebundenen CD54 in der 
vorliegenden Arbeit durch Transfektionsexperimente analysiert. Diese zeigten erstmals, dass 
die CD54-Neoexpression auf der Zellmembran ursprünglich CD54-negativer RMS-Zellen die 
Zelllyse sowohl durch fAChR-spezifische T-Zellen als auch durch unspezifische 
NKT/CIK-Zellen steigert (Abbildung 3.22 und Abbildung 3.23). Die Zytolyse der konstitutiv 
CD54-positiven ARMS-Zelllinie CRL2061 wurde durch chimäre T-Zellen und NKT-Zellen 
nach CD54-Hyperexpression nicht verändert. Ob CD54-transfizierte RMS-Zelllinien 
gleichzeitig die lösliche Variante bilden und inwieweit deren Sekretion chimäre T-Zellen 
hemmt, müssen weitere Analysen klären. Ebenso wird es interessant sein, die differentielle 
Expression der CD54-Splice-Varianten hinsichtlich der unterschiedlichen Prognose von 
ARMS und ERMS zu analysieren.  
 
4.4.1.4  Immunsupprimierende Oberflächenmoleküle: B7H1 und B7H3 
Immunsupprimierende Oberflächenmoleküle bei Tumorzellen nehmen bei der 
Tumorentstehung, Progression und Resistenz eine zentrale Rolle ein. Die Expression dieser 
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Faktoren führt meist zu einer gestörten Interaktion von Immun- und Tumorzellen oder wirkt 
sich hemmend auf die Aktivität tumorinfiltrierender Lymphozyten aus. Immunsupprimierende 
Oberflächenmoleküle, welche die Interaktion von Muskulatur und Immunsystem bei 
inflammatorischen Myopathien modulieren sind die B7-Homologe B7H1 und B7H366 328. 
Beide Oberflächenmoleküle wurden bisher nur bei der ERMS-Zelllinie TE671 beschrieben66 
328
, was in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden konnte (Abbildung 3.24).  
Die B7H1-Expression war auf den verschiedenen RMS-Linien sehr heterogen und am 
stärksten bei der ARMS-Zelllinie RH30 ausgeprägt, während eine Oberflächenexpression 
mittels FACS bei RH41- und FLOH1-Zellen nicht detektierbar war (Abbildung 3.24). Die 
quantitative Bestimmung der B7H1-mRNA an RMS-Geweben ergab im Vergleich zu 
Skelettmuskulatur nur für ARMS eine signifikante Expressionssteigerung. 
In der Regel wird B7H1 (auch PD-1L genannt) auf professionellen APCs exprimiert und 
verhindert durch Bindung an seinen Rezeptors PD-1 auf aktivierten T-Zellen, B-Zellen und 
Monozyten überschießende Immunantworten 164 178 329. Bei Tumorzellen ist die Expression 
von B7H1 ein verbreiteter „escape“-Mechanismus, der zu verminderter Proliferation, 
eingeschränkter Zytokinsekretion (Anergie) und Apoptose aktivierter Effektorzellen führt178 
259 330
 und bei vielen Tumoren mit einer schlechten Prognose assoziiert ist 154 331-333. Bei RMS 
fehlen entsprechende Untersuchungen.  
Die besonders starke B7H1-Expression bei der ARMS-Zelllinie RH30 (Abbildung 3.24) 
könnte jedoch eine Erklärung für die geringe IFNγ-Sekretion sein, die nach der 
Kokultivierung von chimären T-Zellen und RH30-Zellen beobachtet wurde (Abbildung 3.7). 
Entsprechend dieser Hypothese wird es interessant sein zu sehen, ob eine B7H1-Blockade auf 
RMS-Zellen die Effektivität chimärer T-Zellen ähnlich verbessern kann, wie dies bei 
Plattenepithelkarzinomen beobachtet wurde334.  
Andererseits wurde bei Melanomen gezeigt, dass B7H1 zur Expression von PD-1 auf Tumor 
infiltrierenden Lymphozyten führt und langfristig die Anti-Tumor Antwort hemmen kann 335. 
Über die Faktoren die eine PD-1 Expression induzieren wird zurzeit noch spekuliert. Unter 
welchen Bedingungen PD-1 von chimären T-Zellen nach Kokultur mit RMS-Zellen 
exprimiert wird, wurde hier nicht weiter untersucht. 
 
Neben einer heterogenen B7H1-Expression zeigten RMS-Zelllinien durchweg eine verstärkte 
B7H3-Expression, die auch bei ERMS-Biopsien nachgewiesen wurde (Abbildung 3.24 und 
3.25). Die Rolle des B7H3-Moleküls konnte bisher nicht restlos aufgedeckt werden: es 
scheint aber an Zellmigration und Invasion336 ebenso beteiligt zu sein, wie einen 
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inhibitorischen Einfluss gegenüber aktivierten T-Lymphozyten zu haben39. Bei 
Lungenkarzinomen und Glioblastomen korreliert die B7H3-Expression mit einer höheren 
Metastasierungsneigung und Malignität 337 338. Waschbisch et al. konnten zeigen, dass ein 
spezifischer „knock down“ mit B7H3-siRNA die T-Zell-vermittelte Lyse der RMS-Zelllinie 
TE671 verbessern konnte66. Eine Reproduktion der Ergebnisse war bisher nicht möglich, da 
der „knock down“ mit siRNA nur unzureichend gelang, sodass lediglich eine Tendenz hin zu 
einer effektiveren Zelllyse erreicht werden konnte (Abbildung 3.27). Die Herstellung und 
Verwendung von shRNA könnte einen dauerhaften „knock down“ induzieren und damit 
verlässlichere Ergebnisse liefern, als dies mit der transienten siRNA möglich ist.  
 
4.5 Resistenzmechanismen, die die Apoptose-Induktion bei RMS 
beeinträchtigen können 
Im ersten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass RMS-Zellen durch chimäre Effektorzellen 
eliminiert werden, ohne auf die Mechanismen der Zytolyse einzugehen. In Vorarbeiten wurde 
die Hypothese geäußert, dass von aktivierten chimären T-Zellen stammendes IFNγ für die 
Induktion des Zelltods von RMS verantwortlich sei223. IFNγ kann außerdem die Expression 
einiger oben untersuchter, immunologisch relevanter Oberflächenproteine modifizieren und 
die Expression des fAChR in myogenen Zellen steigern260, was die lytische Aktivität 
fAChR-gerichteter chimärer T-Zellen erhöhen könnte. Daher wird hier die IFNγ-Wirkung auf 
Proliferation, Apoptose und Target-Gene in RMS-Zellen diskutiert. 
 
4.5.1 IFNγ 
In funktioneller Hinsicht war durch IFNγ nur bei RH30-Zellen der Zelltod auslösbar, der aber 
im Vergleich zu den IFNγ-sensitiven HT29-Karzinomzellen gering ausfiel (Abbildung 3.30). 
Da im Gegensatz zu den apoptotischen HT29-Zellen bei RH30 keine Spaltung der Caspase 8 
beobachtet wurde, handelte es sich vermutlich vorrangig um nekrotische Zellen. 
Demgegenüber war bei CRL2061 und RH41 ARMS-Zellen durch IFNγ nur ein 
anti-proliferativer Effekt, und in FLOH1, RD6 und TE671 weder eine proapoptotische noch 
proliferationshemmende Wirkung erkennbar (Abbildung 3.30 und 3.31).  
Parallel zu diesen geringen funktionellen Effekten ergab die Expressionsanalyse der IFNγ-
Target-Gene MHC-I, MHC-II und AChR, dass IFNγ bei allen untersuchten RMS-Zelllinien 
nur minimale Veränderungen auf RNA-Niveau und keine erkennbare Steigerung auf 
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Proteinebene bewirkte (Abbildung 3.28). Von dieser transkriptionellen Hemmung war auch 
der negative Regulator SOCS-1 (suppressor of cytokine signaling)339 betroffen. 
Aufgrund der unerwartet geringen Sensitivität der RMS-Zelllinien gegenüber IFNγ und 
dessen Bedeutung bei der Tumorentstehung im Rahmen des Tumor Immunoediting49, wurde 
der IFNγ-Signaltransduktionsweg bei RMS-Zellen näher untersucht.  
Die IFNγ-Rezeptoren (IFNGR) 1 und 2, deren Expressionsniveau als limitierender Faktor der 
Signaltransduktion beschrieben wurde262, zeigten jedoch in allen RMS-Zelllinien eine etwa 
gleiche Expression wie in IFNγ-sensitiven HT29-Zellen (Abbildung 3.32). Mutationen fanden 
sich in keiner der wesentlichen, funktionellen Domänen von IFNGR1 und die 
Phosphorylierung des IFNγ-abhängigen Transkriptionsfaktors STAT-1 war regelhaft 
(Abbildung 3.33)264.  
Diese Befundkonstellation legte die Möglichkeit einer epigenetischen Regulation nahe, zumal 
die Promotormethylierung des MHCII-Transaktivators CIITA eine typische Ursache defekter, 
IFNγ-resistenter MHCII-Expression ist340 und kürzlich auch die gestörte Zellzykluskontrolle 
bei RMS auf epigenetische Mechanismen zurückgeführt wurde341. Unsere 
Demethylierungsversuche mit 5-Aza-2‘-Deoxycytidin (5‘ Aza) konnten bei RMS-Zellen 
allerdings weder die MHC-II- noch die AChR-Expression induzieren (Abbildung 3.36), was 
anderen Autoren erst durch kombinierte Behandlung mit Histon-Deacetylase-Inhibitoren 
(HADAC) und 5‘ Aza gelang342. Ob alle Promotoren der untersuchten IFNγ-Target-Gene 
einer epigenetischen Regulation unterliegen, ist bisher unklar, zumal auch andere Faktoren 
(CaMKII343 und miRNAs344) die transkriptionelle, post-transkriptionelle und post-
translationelle Stabilität von MHC-II- und anderen IFNγ-Target-Genen regulieren. Ebenfalls 
unbekannt ist, ob RMS in vivo unterschiedliche IFNγ-Resistenzen aufweisen (wie die hier 
verwendeten Zelllinine), und ob diese Variabilität Bedeutung für die klinische Aggressivität 
von RMS hat, wofür Mausmodelle anderer Tumoren sprechen62 345-348. Demgegenüber zeigen 
die vorliegenden Ergebnisse klar, dass die Apoptose-Induktion durch chimäre T-Zellen bei 
RMS-Zelllinien ein IFNγ-unabhängiger Prozess ist. 
 
4.5.2 Resistenz von RMS gegenüber extrinsischer Apoptose-Induktion durch 
Mitglieder der TNF-Rezeptorfamilie 
Zu den Stimuli, welche die „extrinsische Apoptose“ induzieren und an der T-Zell-vermittelten 
Lyse von RMS beteiligt sein könnten, gehören FAS-L, TNFα und TRAIL (TNF related 
apoptosis inducing ligand)349.  
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TRAIL ist für die natürliche Tumorüberwachung (immune surveillance) essentiell und im 
vorliegenden Kontext besonders interessant, weil es speziell die Apoptose von Tumorzellen 
durch zytotoxische T- und NK-Zellen induziert350-352 und bereits klinisch getestet wird 353-355.  
Mit Ausnahme der beiden ERMS-Zelllinien RD6 und TE671 wurde bei allen RMS-Zelllinien 
durch TRAIL eine Tumorzelllyse nachgewiesen, die mit einer Caspase 8-Spaltung einherging 
(Abbildung 3.37), aber auch nach 48-stündiger Inkubationszeit inkomplett war (20-50% 
überlebende Zellen) (Abbildung 3.37 A). RD6 und TE671 ERMS-Zellen waren sogar völlig 
resistent. Die größere TRAIL-Resistenz der ERMS verglichen mit den ARMS-Zelllinien 
korreliert gut mit der stärkeren Resistenz der ERMS-Linien gegenüber chimären T-Zellen in 
vitro. Eine direkte Beteiligung von TRAIL an der Zytolyse von RMS durch chimäre T-Zellen 
muss aber erst noch geklärt werden (z.B. durch Verwendung TRAIL-blockierender 
Antikörper). Die TRAIL-Resistenz von Tumorsubpopulationen ist in mechanistischer 
Hinsicht ebenfalls unklar, wird aber wegen ihrer Bedeutung für Tumorrezidive eingehend 
untersucht356.  
Wie im Falle der TRAIL-induzierten Apoptose wurde auch eine verminderte Sensitivität 
gegenüber FAS-L als pathogenetischer Faktor bei der Tumorentstehung beschrieben 93 357. 
FAS-L wird ebenfalls von aktivierten T- und NK-Zellen exprimiert und induziert Apoptose 
geschädigter und Virus-infizierter Zellen100. Im Gegensatz zu TRAIL ist die therapeutische 
Anwendung von FAS-L aufgrund hoher Lebertoxizität allerdings nicht möglich358 359. 
Darüber hinaus wären die RMS-Zelllinien auch keine Kandidaten für eine FAS-L Therapie, 
da alle Linien völlig resistent waren. Dies beruhte auf einer fehlenden 
FAS-Rezeptor-Expression (Abbildung 3.38), die bereits aus anderen Zellsystemen bekannt 
ist360 und durch IFNγ-Stimulation auch nicht überwindbar war361 (nicht gezeigt). Eine 
Beteiligung von FAS-L an der chimären T-Zell-vermittelten Apoptose von RMS-Zellen ist 
somit auszuschließen. Die kombinierte Resistenz von Tumoren gegenüber IFNγ und FAS-L 
wurde in einem Mausmodel bereits mit einer höheren Metastasierungsneigung und einem 
aggressiveren Phänotyp in Verbindung gebracht362, den es auch für RMS noch zu untersuchen 
gilt. 
Des Weiteren wurde TNFα als Auslöser der extrinsischer Apoptose untersucht91. Auch dabei 
zeigten alle RMS-Zelllinien eine Apoptose-Resistenz und lediglich RH41 ARMS-Zellen 
reagierten auf hohe TNFα-Dosen mit verlangsamtem Wachstum (Abbildung 3.39). Die 
zugrunde liegenden Resistenzmechanismen wurden nicht weiter untersucht.  
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4.5.3 Resistenz von RMS gegenüber intrinsischer Apoptose-Induktion 
Angesichts der weitgehenden Resistenz gegenüber Stimulatoren der extrinsischen Apoptose 
wurden RMS-Zelllinien und Gewebe im nächsten Schritt bzgl. der Expression pro- und 
antiapoptotischer Moleküle der intrinsischen Apoptose-Kaskade untersucht. Verschiedene 
antiapoptotische Mechanismen wurden kürzlich in RMS-Zellen entdeckt363 364. Dazu gehören 
die verstärkte Expression von IAPs (inhibitors of apoptosis: Survivin, XIAP, cIAP1 und 
cIAP2 365-367) sowie von Mitgliedern der Bcl-2-Familie367-372. Diese Befunde konnten 
teilweise bestätigt werden. Es fand sich aber eine bisher so nicht beschriebene Heterogenität 
der exprimierten Profile pro- und antiapoptotischer Moleküle bei den Zelllinien und RMS-
Biopsien gleichermaßen (Abbildung 3.40 und 3.42).  
Wegen der besonders heterogenen Expression von Mitgliedern der Bcl-2-Familie und der nur 
relativ geringen Zahl verfügbarer Zelllinien und Biopsien, konzentrierte sich diese Arbeit auf 
die homogener veränderten IAPs373. Der antiapoptotische Einfluss der IAPs beruht 
überwiegend auf der direkten oder indirekten Inhibierung der Caspasen 3, 6, 7 und 9374: XIAP 
hemmt besonders die proapoptotischen Proteasen und unterbricht so die mitochondrial 
ausgelöste intrinsische Apoptosekaskade. Demgegenüber hemmen cIAP1 und cIAP2 die 
Apoptose eher indirekt über eine Poly-Ubiquitinierung von Target-Genen375-378, wie RIP191 
114
, und können ihrerseits durch die natürlichen IAP-Antagonisten SMAC/DIABLO 
neutralisiert werden379 380.  
In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen wiesen RMS-Zelllinien und 
Gewebe im Vergleich zu Muskulatur eine verstärkte Expression von cIAP1, XIAP und 
besonders von Survivin auf (Abbildung 3.40 und 3.42). Wie für andere Tumoren bereits 
beschrieben381, konnte trotz geringer Fallzahl einen Trend für eine negative Korrelation 
zwischen Patientenüberleben und Survivin-Expressionsniveau im jeweiligen RMS gefunden 
werden (p = 0,06) (Abbildung 3.43). Die bei einigen anderen Tumoren beobachtete 
prognostische Relevanz einer nukleären versus zytoplasmatischen Survivin-Expression381-384, 
bestätigte sich infolge der geringen Fallzahlen allerdings nicht. 
Um den funktionellen Einfluss der IAP-Mitglieder auf Proliferation und Apoptose von RMS-
Zellen zu untersuchen, wurden die Zelllinien mit einem artifiziellen IAP-Antagonisten 
(SMAC-Mimetic) behandelt, der Teile der N-terminalen Sequenz des natürlichen 
IAP-Antagonisten SMAC (s. oben) imitiert385 und zum proteasomalen Abbau von cIAP1, 
cIAP2374 386 und von XIAP führen kann385. In den hier durchgeführten Untersuchungen löste 
das SMAC- Mimetic nur geringe proapoptotische Effekte bei RMS-Zellen aus (s. unten) und 
führte lediglich bei cIAP1 zu einem dauerhaften Proteinabbau, während für XIAP und 
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Survivin spätestens nach 6 h das ursprüngliche Expressionsniveau wieder erreicht worden war 
(Abbildung 3.45).  
Hintergrund dieser Beobachtungen dürfte ein aus anderen Zellsystemen387 bekannter „feed 
back“-Mechanismus mit antiapoptotischen Folgen sein. Die Degradation von cIAP1/2 
bewirkt über eine Aktivierung des NF-κB-Signalweges nämlich nicht nur eine (grundsätzlich 
proapoptotische) TNFα-Sekretion, sondern führt letztlich zu einer verstärkten Re-Expression 
von IAPs, falls die Tumorzelle in dem frühen aber kurzen IAP-defizienten Intervall keine 
ausreichende z.B. TNFα-getriebene Apoptose-Kaskade aufbaut374 385.  
Angesichts der oben beschriebenen TNFα−Resistenz fast aller RMS-Zelllinien scheint eine 
solche Konstellation bei den meisten RMS in der Tat vorzuliegen und könnte der Resistenz 
gegenüber SMAC-Mimetics zugrunde liegen. Im Sinne dieser Hypothese zeigten 
Kombinationsbehandlungen von RMS-Zellen mit SMAC-Mimetic und TNFα kaum 
Synergien (Abbildung 3.44).  
Weshalb vor diesem Hintergrund die kombinierte Behandlung aus SMAC-Mimetic und 
chimären T-Zellen die Zytolyse bei der ARMS-Zelllinie FLOH1, nicht aber bei den anderen 
Linien verbesserte (Abbildung 3.47), war zunächst unklar. Ein Grund könnte darin liegen, 
dass die Behandlung mit SMAC-Mimetic und ebenso TNFα, IFNγ und TRAIL bei FLOH1 
(und TE671) Zellen im Gegensatz zu den anderen Zelllinien nicht zur erwarteten NF-κB-
getriebenen Induktion von IAPs führte, sondern cIAP1, Survivin und teilweise cIAP2 herab 
regulierte (Abbildung 3.48). Die molekulare Basis für diese Unterschiede zwischen FLOH1 
und TE671 einerseits und den anderen Linien andererseits, ist bisher unbekannt. Ebenso 
unklar ist, weshalb TE671-Zellen anders als FLOH1-Zellen gegenüber „chimären T Zellen 
plus SMAC-Mimetic“ resistent sind, obwohl beide RMS-Linien unter SMAC-Mimetic IAPs 
herab regulieren. Offensichtlich können TE671 alternative antiapoptotische Mechanismen 
aktivieren – was die Komplexität und Heterogenität der antiapoptotischen Netzwerke bei 
RMS unterstreicht. Schlussfolgernd legen die gerade beschriebenen Befunde nahe, dass der 
therapeutische Einsatz von SMAC-Mimetics bei RMS wohl überlegt sein sollte, da durch die 
NFκB-getriebene Überexpression von IAPs Chemotherapieresistenzen erzeugt werden 
könnten, wie dies bei Mesotheliomen bereits beschrieben wurde388.  
 
4.5.4 Survivin 
Obwohl Mitglied der IAP-Familie wird Survivin in seiner Expression von SMAC-Mimetics 
nicht maßgeblich beeinflusst. In RMS-Xenotransplantatmodellen konnte gezeigt werden, dass 
eine Survivin-Blockade die Proliferation und Viabilität von RMS vermindert 365 368 und die 
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Radiosensitivität durch Wechselwirkung mit der DNA-Reparaturapparat erhöht389. Survivin 
hemmt die Apoptose, indem es XIAP vor Ubiquitinierung390 und proteasomaler 
Degradation137 schützt, was sich als relevant für die T-Zell-vermittelte Zytotoxizität bei 
Hodgkin-Lymphomen erwiesen hat391. Ob die in RMS beobachtete Survivin-Hyperexpression 
die Tumorzellen vor den natürlichen oder chimären zytotoxischen T-Zellen schützt, war aber 
unbekannt und konnte in dieser Arbeit erstmals nachgewiesen werden: Survivin-Repression 
mittels siRNA und pharmakologisch mittels Celecoxib verstärkte den lytischen Effekt 
chimärer T-Zellen auch bei den zuvor resistenten Zelllinien, wie RD6 und TE671 (Abbildung 
3.50 und 3.52). Die Wirkung des Cox-2-Inhibitors Celecoxib beruht dabei auf einer 
Verminderung der Survivin Protein-Stabilität392 393.  
Klinisch wird Celecoxib bei der Behandlung von Schmerzen aufgrund rheumathoider 
Arthritis394 und zur Prophylaxe bei Familiärer Adenomatöser Polyposis395 eingesetzt. Da 
Celecoxib auch die Anzahl von „myeloid-derived suppressor cells (MDS)“ reduziert, die eine 
Tumor-assoziierte Immunsuppression bewirken396, könnte sich Celecoxib in Kombination mit 
chimären T-Zellen in doppelter Weise günstig auf die Behandlung von RMS auswirken: 
durch Förderung der Tumorzellapoptose (wie hier gezeigt) und zusätzlich durch 
Abschwächung der intra-tumorösen MDSC-vermittelten Immunsuppression (über die bei 
RMS in vivo bisher noch keine Untersuchungen vorliegen). Die hier aufgezeigte Strategie 
birgt durchaus das Potenzial in der medizinische Praxis Anwendung zu finden, da die 
„kleinen Moleküle“ YM155 bzw. LY2181308397-399 als Survivin-Inhibitor bereits in 
klinischen Phase I-Studien bei soliden Tumoren und Lymphomen getestet wurden und in vivo 
die Survivin-Expression reduzieren und die Tumorzellproliferation hemmen399. 
 
4.6 In-vivo-Mausexperimente 
Die Überexpression von Survivin in RMS wurde in dieser Arbeit als Mechanismus 
identifiziert, der in vitro zur Resistenz von RMS gegenüber chimären T-Zellen beitrug. Die 
Relevanz dieser Beobachtung wurde anhand eines xenogenen In-vivo-Mausmodels überprüft. 
Dabei zeigten tumortragende immundefiziente Mäuse zeigten nach einmaliger Injektion 
chimärer T-Zellen, im Vergleich zu Mäusen nach Injektion nicht-chimärer T-Zell-Kontrollen, 
während der ersten drei Wochen ein vermindertes Wachstum der aus RD6 ERMS-Zellen 
bestehenden Xenotransplantate (Abbildung 3.54). Ohne weitere Behandlung mit chimären 
T-Zellen verstärkte sich danach das Wachstum der Xenotransplantate, die nach zwei Wochen 
die gleiche Größe wie in den Kontrolltieren erreichten. Dieser transiente Effekt einer 
einmaligen Behandlung xenotransplantierter Mäuse mit chimären T-Zellen gleicht 
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weitgehend der vorübergehenden Proliferationshemmung von RMS-Xenotransplantaten 
während der Behandlung mit einem fAChR-spezifischen Immuntotoxin287, das auf dem 
gleichen Antikörperfragment (scFv35) basiert wie der hier verwendete chimäre Rezeptor. 
Auch dabei trat kurz nach dem Ende der Immunotoxinbehandlung ein aufholendes 
Tumorwachstum auf.  
Gründe für dieses „Therapieversagen“ könnten u.a. eine reduzierte fAChR-Expression auf 
den RMS-Zellen, die Selektion primär fAChR-negativer Subklone oder die Entwicklung 
fAChR-unabhängiger Resistenzmechanismen sein, welche die Wirkung von Immunotoxin 
oder chimären T-Zellen beeinflussen.  
Ob eine Hemmung der Survivin-Expression die Effektivität der T-Zellen in vivo erhöht, 
konnte in dieser Arbeit nicht vollständig geklärt werden. Obwohl bereits mehrere In-vivo-
Studien mit Celecoxib durchgeführt wurden, war die Substanz für den verwendeten 
Mausstamm in Vorversuchen so toxisch, dass die geplanten regulären In-vivo-Versuche nicht 
durchgeführt werden konnten. Bei künftigen Experimenten sollte Celecoxib durch das 
weitgehend untoxische Shepherdin ersetzt werden, das die Interaktion von Hsp90 und 
Survivin hemmt und dadurch zum Abbau von Survivin führt400. Bei Vorexperimenten mit 
chimären T-Zellen und den RMS-Zelllinie wurden mit Shepherdin ähnliche Wirkungen auf 
die Survivin-Expression wie nach Survivin „knock down“ und Celecoxib-Gabe beobachtet. 
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4.7 Zusammenfassung und Ausblick 
Vor dem Hintergrund des klinischen Bedarfs nach neuen Therapiestrategien für 
chemotherapierefraktäre, fast immer tödlich verlaufende Rhabdomyosarkome (RMS) war es 
das Ziel der vorliegenden Arbeit, eine verbesserte adoptive Immuntherapie mit RMS-
spezifischen chimären T-Zellen in vitro und im Mausmodell zu entwickeln, 
Resistenzmechanismen gegen eine solche Therapie zu identifizieren und mögliche Strategien 
für ihre Überwindung zu entwickeln.  
Die tumorspezifische zytotoxische Wirkung chimärer T-Zellen hängt von der Expression 
chimärer Antigenrezeptoren (CAR) ab, die im einfachsten Falle (Rezeptoren der 
ersten Generation) aus dem tumorantigen-spezifischen scFv-Fragment eines Antikörpers, 
einer IgG-Domäne und der CD3ζ-Signaltransduktionsdomäne des T-Zellrezeptors bestehen. 
In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass RMS als weitgehend tumorspezifisches Antigen den 
fetalen Acetylcholinrezeptor (fAChR) auf der Zelloberfläche exprimieren und von humanen 
fAChR-spezifischen chimären T-Zellen der ersten Generation erkannt werden. Die In-vitro-
Zytotoxizität dieser chimären T-Zellen war aber für eine In-vivo-Anwendung zu gering.  
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde daher ein fAChR-spezifischer CAR der 
zweiten Generation kloniert, der zwischen der IgG- und CD3ζ-Domäne eine zusätzliche 
kostimulatorische Domäne des CD28-Moleküls enthält. Diese Domäne dient der 
Kompensation insuffizienter kostimulatorischer Signale, die normalerweise durch 
kostimulatorische B7.1-, B7.2- und B7H2-Moleküle auf Antigen-präsentierenden Zellen 
vermittelt werden und soll die Anergisierung chimärer T-Zellen verhindern. In 
Kokultivierungsexperimenten mit chimären T-Zellen und einem breiten Spektrum von RMS-
Zellen konnte gezeigt werden, dass der CAR der zweiten Generation dem der 
ersten Generation in Bezug auf Zytotoxizität und T-Zellaktivierung signifikant überlegen war. 
Die Zelllyserate war aber insgesamt immer noch unbefriedigend und insbesondere stark von 
der verwendeten RMS-Zelllinie abhängig, sodass die Vermutung Zelllinien-spezifischer 
Resistenzmechanismen nahe lag.  
Im zweiten Teil der Arbeit wurden daher potenzielle Resistenzmechanismen untersucht, die 
auf einer ineffizienten Interaktion zwischen chimären T-Zellen und RMS beruhen könnten.  
Erstens erwiesen sich - passend zu der verbesserten Aktivierung chimärer T-Zellen der 
zweiten Generation - RMS-Zelllinien und Tumorbiopsien auf Proteinebene als negativ bzw. 
nur schwach positiv für die CD28-Liganden B7.1 und B7.2 bzw. ICOS-L und ihre Expression 
war durch IFNγ und TNFα auch nicht (B7.1 und B7.2) oder nur schwach auf einzelnen RMS-
Linien (ICOS-L) induzierbar. 
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Zweitens zeigte sich, dass auch die Expression „unspezifischer“ Adhäsionsmoleküle (CD54, 
CD56) für die effiziente Interaktion chimärer Effektorzellen mit RMS-Zellen in vitro und 
möglicherweise in vivo bei Patienten relevant sein könnte: So war in vivo eine Korrelation des 
CD54-Expressionsniveaus auf RMS mit dem Überleben der entsprechenden Patienten 
nachweisbar. Außerdem ließ sich bei primär CD54-negativen RMS-Zelllinien die 
Empfindlichkeit gegenüber chimären T-Zellen (die den CD54-Liganden LFA-1 tragen) durch 
CD54-Transfektion signifikant steigern, während dieser Effekt bei einer primär 
CD54-positiven RMS-Linie nicht erkennbar war. Darüber hinaus wirkten 
CD56-exprimierende chimäre Effektorzellen (NKT-Zellen und CIKs, „cytokine-induced killer 
cells“) zytotoxischer als CD56-negative chimäre T-Zellen, was möglicherweise mit der 
homotypischen CD56-CD56 Bindung zwischen NKT-Zellen (oder CIKs) und RMS-Zellen 
zusammenhängt, die CD56 genau wie RMS in vivo konsistent und stark exprimieren. 
Drittens, wurde auf allen RMS-Zelllinien eine Oberflächen-Expression der 
immun-inhibitorischen Moleküle B7H1 und B7H3 nachgewiesen, wobei sich B7H3 bei den 
RMS-Biopsien als der stärker überexprimierte Inhibitor (verglichen mit normaler Muskulatur) 
erwies. Die besonders starke Expression von B7H1 auf der ARMS-Zelllinie RH30 ging mit 
einer verminderten Aktivierung chimärer T-Zellen einher. Blockierungs- und knock down-
Experimente sind zur Klärung der funktionellen Relevanz von B7H1 und B7H3 geplant. 
Viertens hängt die Zytotoxizität chimärer T-Zellen vom Expressionsniveau des spezifischen 
Targets, hier also des fAChR ab250. Deshalb wurde versucht, die fAChR-Expression durch 
IFNγ, TNFα oder deren Kombination zu steigern, was jedoch nicht gelang. Diese 
Untersuchungen ergaben als Nebenbefunde, dass RMS gegenüber hohen IFNγ− und TNFα-
Konzentrationen resistent sind (die Zytoxizität chimärer T-Zellen von diesen Zytokinen also 
wahrscheinlich nicht abhängt), und offenbar eine epigenetisch bedingte Expressionshemmung 
zahlreicher IFNγ-Zielgene aufweisen. 
Im dritte Teil der Arbeit wurden Apoptose-relevante Signalwege als potenzielle 
Resistenzmechansimen von RMS gegenüber chimären T-Zellen untersucht. 
Die extrinsische Stimulation der Apoptose über Rezeptoren der TNF-Rezeptor Familie gelang 
lediglich mit TRAIL, nicht aber mit TNFα oder FAS-L. Allerdings war eine signifikante 
TRAIL-Sensitivität auf ARMS-Zelllinien beschränkt, während ERMS-Zellen resistent waren. 
Dieser Unterschied zwischen den RMS-Subtypen korrelierte gut mit dem schlechteren 
Ansprechen der ERMS-Zelllinien auf chimäre T-Zellen, wobei der Nachweis einer Kausalität 
und des zugrunde liegenden Mechanismus noch aussteht. Ebenso fehlt eine mechanistische 
Erklärung für die Resistenz aller RMS-Zelllinien gegenüber TNFα-induzierter Apoptose, 
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während die FAS-L Resistenz auf einen generellen FAS Rezeptorverlust bei RMS 
zurückzuführen war.  
In Bezug auf die intrinsische/mitochondriale Apoptosekaskade konnte bei RMS-Zelllinien und 
Geweben eine massive Überexpression von Mitgliedern der „inhibitor of apoptosis“ 
(IAP)-Familie detektiert werden, die offensichtlich die Induktion der T-Zell-vermittelten 
Lysemechanismen bei RMS-Zellen erschwert. Die Ausschaltung dieser Resistenz-
mechanismen durch die Behandlung mit einem SMAC-Mimetic war ineffektiv und führte nur 
teilweise zu einer Degradierung der IAP-Proteinfamilie, wodurch die Effektivität der 
chimären T-Zellen nicht maßgeblich gesteigert wurde. Demgegenüber verbesserte die 
spezifische Inhibierung von Survivin mittels siRNA oder pharmakologischer Einflussnahme 
die Effektivität der chimären T-Zellen gegenüber den Tumorzellen signifikant. 
Die vorgenannten Ergebnisse lieferten im vierten Teil der Arbeit die Rationale zur 
Etablierung eines In-vivo-Tiermodels, in dem die In-vitro-Befunde überprüft werden sollten. 
Die subkutane Injektion von RD6 ERMS-Zellen in immundefiziente NOD/SCID-Mäuse 
führte zu Tumorbildung und -wachstum, das durch einmalige Gabe chimärer T-Zellen 
verringert, aber nicht vollständig inhibiert wurde. Wegen schwerer toxischer Nebenwirkungen 
des Survivin-Inhibitors Celecoxib konnte nicht geklärt werden, ob chimäre T-Zellen und 
Survivin-Hemmung in vivo additiv oder synergistisch wirken. 
 
Ausblick  
Die Resultate dieser Arbeit geben erstmals einen Einblick in das komplexe und sehr 
uneinheitliche Netzwerk immunologischer und Apoptose-bezogener Resistenzmechanismen 
bei verschiedenen RMS in vitro und in vivo. Außerdem eröffnet die vorliegende Arbeit 
zahlreiche Perspektiven auf  funktionelle und molekulare Untersuchungen, die zu einer 
Verbesserung der Therapie mit fAChR-spezifischen chimären T-Zellen führen könnten: 
1. Unter translationalen Aspekten wird es Priorität haben, die Relevanz der Überexpression 
von IAPs (besonders von Survivin) in RMS für deren Therapieresistenz gegenüber chimären 
T-Zellen zu belegen. Dazu sind in xenogenen Mausmodellen vor der Gabe chimärer T-Zellen 
Survivin „knock down“-Experimente geplant, für die shRNA-Strategien und neue Survivin-
Inhibitoren (z.B. YM155 oder Shepherdin398 400) für In-vivo-Anwendungen zur Verfügung 
stehen.  
2. Von großer Bedeutung wird auch die Analyse mehrfach wiederholter Gaben chimärer 
T-Zellen in Bezug auf das Tumorwachstum sein, da Einmalgaben chimärer T Zellen nicht zur 
Tumoreradikation geführt haben. 
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3. Da die Expressionsintensitäten inhibitorischer Korezeptoren (z.B. B7H1), von Adhäsions-
molekülen (z.B. CD54) und des fAChR auf RMS-Zellen selbst großen Einfluss auf die 
zytotoxische Wirkung chimärer T Zellen haben, erscheint die Blockierung von B7H1 und 
B7H3 bzw. die pharmakologische Induktion von CD54 und fAChR auf RMS-Zellen als 
theoretisch vielversprechende, in vitro und in vivo überprüfbare Strategie. Auch die Rolle 
bisher nicht untersuchter Moleküle der Tumor/T Zell-Interaktion (z.B. CD4065 oder Tim-3259) 
erscheint untersuchenswert. 
4. Angesichts der starken und verbreiteten Expression des homotypisch bindenden CD56 auf 
RMS-Zellen in vitro und in vivo317 und unseres vielversprechenden Pilotversuchs mit CD56-
positiven NKT-Zellen sollte geprüft werden, ob bei der Therapie CD56-positiver RMS dem 
adoptiven Transfer CD56-positiver chimärer Effektorzellen der Vorzug vor CD56-negativen 
chimären T-Zellen zu geben ist. 
5. Schließlich sollte über eine weitere Optimierung des chimären Rezeptors nachgedacht 
werden: mittlerweile stehen CARs der dritten Generation zur Verfügung, die aufgrund von 
verbesserten Proliferationsraten und einer längeren Verweildauer im Körper die Effektivität 
der T-Zell vermittelten Tumorzelllyse in vivo weiter steigern192. Zum anderen sollte die 
Affinität des verwendeten „single chain“-Fragments überprüft werden. Da gerade bei 
hochaffinen Antikörperfragmenten auch bei geringen Antikörperkonzentrationen eine 
effektivere Zelllyse beobachtet werden kann250 401, sollte versucht werden, die Effektivität des 
fAChR-spezifischen chimären Rezeptors durch gerichtete Mutationen zu verbessern402-404.  
 
Die hier beschriebenen Resistenzmechanismen und die möglichen Strategien zu ihrer 
Überwindung dürften über den adoptiven Transfer RMS-spezifischer T-Zellen hinausweisen 
und Relevanz für andere immunologische Therapiestrategien wie die Vakzinierung haben. 
Bemerkenswert war außerdem die beobachtete ausgeprägte Heterogenität der 
Resistenzmechanismen, die teilweise mit histologischen Subtypen segregierten, teilweise für 
individuelle RMS spezifisch waren und auf das Potential einer zukünftigen individualisierten 
Therapie von RMS-Patienten verweisen. Die Evaluierung kostimulatorischer bzw. 
inhibitorischer Rezeptoren (z.B. ICOS-L bzw. B7H1/ B7H3), von Adhäsionsmolekülen (z.B. 
CD54) und Apoptose-relevanten Proteinen als Biomarker erscheint nach den vorliegenden 
Befunden bei immunologischen Therapiestudien verschiedenster Art sinnvoll und sollte an 
unabhängigen, ausreichend großen und klinisch sowie (molekular-)pathologisch gut 
charakterisierten Patienten- bzw. Tumorkollektiven erfolgen.  
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Abbildung 6.1: Schematischer Aufbau der in der Arbeit verwendeten pBullet-Vektoren inklusive der im Rahmen 
der Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstellen.  
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6.2 Gewebeproben 
Die unter Abschnitt 6.2 aufgeführten Tabellen bieten eine Zusammenfassung der im Rahmen 
der Arbeit verwendeten Frisch- und Paraffin-Gewebeproben von RMS- und Muskel-Biopsien. 
Die entsprechenden Genehmigungen der zuständigen Ethikkommission liegen ebenso vor, 
wie eine unterschriebene Einverständniserklärung der Patienten bzw. der jeweiligen 
Erziehungsberechtigten.   
 
Tabelle 6.1: Im Rahmen der Arbeit verwendete RMS-Biopsien (Paraffin) 
 ERMS 
n = 8 
ARMS 
n = 2 
Alter (Jahren) 6,63 (±2,6) n.b. 
Geschlecht w = 4; m = 4 w = 1; n.b. = 1 
 w – weiblich, m – männlich, n.b. – nicht bekannt 
 
Tabelle 6.2: Im Rahmen der Arbeit verwendete RMS-Biopsien (Frischgewebe) 
 ERMS 
n = 6 
Alter (Jahren) n.b. 
Geschlecht w = 2; m = 1; n.b. = 3 
 w – weiblich, m – männlich, n.b. – nicht bekannt 
 
Tabelle 6.3: Im Rahmen der Arbeit verwendete RMS-Biopsien bei denen ein „follow up“ verfügbar war  
(nur RNA) 
 ERMS 
n = 13 
ARMS 
n = 10 
Alter (Jahren) 4,3 (±3,0) 12,3 (±3,4) 
Geschlecht w = 6; m = 7 w = 6; m = 3; n.b. = 1 
Tumor-Größe 
≤5 cm = 2; >5 cm = 9; 
n.b. = 2 
≤5 cm = 1; >5 cm = 8; 
n.b. = 1 
Tumor-Stadium 
I = 1; II= 3; III = 5; 
IV = 3; n.b. = 1 
III = 3;IV = 7 
Überlebenszeit (Jahren) 4,0 (±3,4) 2,1 (±0,9) 
Krankheitsfreies- 
Überleben (Jahren) 
3,4 (±3,5) 1,5 (±1,2) 
 w – weiblich, m – männlich, n.b. – nicht bekannt 
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Tabelle 6.4: Im Rahmen der Arbeit verwendete Muskel-Biopsien (Paraffin und Frischgewebe) 
 Muskel (Paraffin) 
n = 5 
Muskel (Frischgewebe) 
n = 5 
Alter (Jahren) 36,8 (±15,6) 41,2 (±18,7) 
Geschlecht w = 3; m = 2 w = 3; m = 2 
 w – weiblich, m – männlich 
 
6.3 Nachweis der Pax3-FKHR Translokation 
Die verwendeten Zelllinien und Gewebe wurden hinsichtlich der beiden bekanntesten ARMS 
Translokationen, Pax3-FKHR und Pax7-FKHR, untersucht. Gemäß der Literatur wurde bei 
CRL2061, RH30 und RH41 die beschriebene Pax3-FKHR Translokation nachgewiesen, 
während bei der Translokations-negativen Zelllinie FLOH1 und den beiden ERMS-Linien 
RD6 und TE671 keine Bande detektierbar war. Im Fall der verwendeten Frischgewebe wiesen 
10 Proben eine Translokation auf (ARMS), die restlichen 16 waren negativ (ERMS) 
(Abbildung 6.2; 6 ERMS Proben sind hier nicht gezeigt). 
 
 
Abbildung 6.2: Pax3-FKHR Translokation (t(2;13)). (A) bei den im Rahmen der Arbeit verwendeten Zelllinien 
und (B) den untersuchten RMS-Frischgewebe-Biopsien 
 
6.4 Chemikalienliste 
Acrylamid (Rotiporese® Gel 30) Carl Roth GmbH 
Agar-Agar Carl Roth GmbH 
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Ampicillin Merck Millipore 
BSA PAA 
Ethidiumbromid Sigma Aldrich 
Glaswolle silanisiert Supelco 
Kanamycin Carl Roth GmbH 
LB broth Sigma Aldrich 
SEKem® LE Agarose Lonza  
TEMED  
(N, N, N’, N’ Tetramethylethylendiamin) Carl Roth GmbH 
 
Die übrigen in der Arbeit verwendeten Feinchemikalien wurden von den Firmen Sigma 
Aldrich (Seelze, Deutschland) und Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.  
 
6.5 Geräteliste 
Brutschrank Certomax® Braun Biotech  
Brutschrank WTC Binder 
Chemilumineszenz System Chemismart 5100 Peqlab 
CO2 Inkubator HERAcell 150 Heraeus 
Durchflusscytometer Calibur Becton Dickinson 
Elektrophoresekammer BlueMarineTM200 Serva  
Elektrophoresekammer MiniProtean®Tetra Electrophoresis Biorad 
Elektroporator NEONTM Invitrogen 
Färbe-Roboter AutostainerPlus Dako 
Fluoreszenzmikroskop Axiophot2 Zeiss 
Fluoreszenzmikroskop BX41 Olympus 
Heizrührer MR2000 Heidlolph 
Heizrührer MR2002 Heidolph 
Inverses Mikroskop DMIRB Leica 
Mikroskop DMIL Leica 
Mikrotiterplatten Lesegerät Infinite®200 Pro Tecan 
Netzgerät E455 Consort 
Netzgerät PowerPac 200 BioRad 
pH-Meter pH320 WTW 
Pipettierhilfe Accu-jet® pro Brand 
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Pipettierhilfe pipetus® Hirschmann 
RealTime Analyzer StepOnePlus PCR System Applied Biosystems 
Schlittenmikrotom SM2000R Leica 
Sequenzierer 3130 Genetic Analyzer Applied Biosystems 
Sicherheitswerkbank HERAsafe KS9 Hereaus 
Spektrometer ND100 NanoDrop Spektrometer Peqlab 
Thermocycler Gradient Biometra 
Thermocycler Primus 96 Plus MWG Biotech 
Thermocycler T1 Biometra 
Thermomixer compfort Eppendorf  
Transferkammer MiniTransblot Cell Biorad 
Transilluminator  Peqlab 
Vortex Reax top Heidolph 
Vortex VF2 Janke&Kunkel 
Waage  Sartorius 
Waage BP3015 Sartorius 
Waage SPB63 Scaltec 
Wippschüttler Polymax1040 Heidolph 
Wippschüttler WT12 Biometra 
Zentrifuge 5415R Eppendorf 
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus 
Zentrifuge Minifuge GL Heraeus 
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